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CONTEXTE DE RECHERCHE  
Le diabète non insulino-dépendant de type 2 est un problème majeur de santé publique en raison de 
sa prévalence et du taux élevé de complications dégénératives qu’il induit. Parmi ces complications, le 
défaut de cicatrisation, et plus particulièrement celui des plaies du « pied diabétique » représente une 
des causes majeures de morbidité et de mortalité des patients diabétiques.  
La cicatrisation des plaies est un processus physiologique, multifactoriel et dynamique visant à rétablir 
l’intégrité et la fonctionnalité des tissus lésés. Cette réponse biologique complexe nécessite une 
orchestration et une communication précise entre les différentes populations cellulaires du tissu lésé 
et les cellules inflammatoires notamment des polynucléaires, des monocytes et des macrophages, 
infiltrés au niveau de la lésion. Ce processus peut être divisé en 3 phases distinctes : une phase 
d’hémostase généralement couplée à une phase inflammatoire exsudative précoce. Cette phase 
inflammatoire est arrêtée par une phase de résolution qui est suivie d’une phase proliférative avec 
formation du tissu de granulation. Enfin une phase de remodelage de la cicatrice finalise ce 
processus. 
Les données de la littérature suggèrent que le retard de cicatrisation des personnes diabétiques 
résulterait de la chronicité de la phase inflammatoire. Actuellement, bien que certains composés actifs 
aient montré une réelle efficacité, notamment dans la prévention des surinfections des plaies, peu 
d’options de traitements sont disponibles pour traiter les plaies les plus graves et améliorer la vitesse 
de cicatrisation chez les patients diabétiques. Elles consistent pour la majorité d’entre-elles à contrôler 
l’état diabétique du patient et dans les cas les plus graves à réduire et à soulager les symptômes. 
Ainsi, la compréhension de la dérégulation des mécanismes cellulaires et moléculaires du processus 
cicatriciel chez le diabétique représente un enjeu essentiel pour le développement de nouvelles 
stratégies thérapeutiques. C’est dans ce contexte que ce travail de thèse a été réalisé.  
Notre hypothèse de travail a été de démontrer que le retard de cicatrisation au cours du diabète de 
type 2 était la conséquence d’un défaut majeur de la phase de résolution de l’inflammation. Ce défaut 
associé à une programmation altérée des macrophages infiltrant la plaie, pourrait résulter d’une 
dérégulation des voies métaboliques contrôlant la synthèse des médiateurs lipidiques pro- et anti-
inflammatoires au niveau de la lésion durant la phase précoce du processus cicatriciel.  
Par une approche pharmacologique originale, notre objectif a été de favoriser la synthèse de 
médiateurs impliqués dans la résolution de l’inflammation. Pour cela, nous avons choisi d’utiliser une 
application topique d'acide acétylsalicylique (aspirine), à faible dose, afin d’orienter préférentiellement 
la production des métabolites lipidiques pro-inflammatoires vers la synthèse de médiateurs aux 
potentialités anti-inflammatoires, les lipoxines. 
La première partie de ce mémoire est une revue bibliographique, qui introduit les différents éléments 
relatifs à notre travail de thèse. Après une description des structures de la peau, nous aborderons le 
rôle des macrophages dans le processus normal de cicatrisation. Nous préciserons les événements 
cellulaires et moléculaires impliqués dans les troubles de cicatrisation des plaies des patients 
diabétiques ainsi que les moyens actuellement utilisés pour y remédier. Enfin, nous présenterons le 
rôle clé des médiateurs lipidiques dans les différentes phases du processus cicatriciel en abordant les 
enzymes impliquées dans leur synthèse et la modulation pharmacologique de leurs activités. 
La seconde partie de ce travail, sera consacrée aux travaux de recherche menés durant cette thèse 
qui ont abouti (i) au développement d’un nouveau modèle expérimental et à sa valorisation sous 




forme de 2 brevets ; (ii) à la mise en place d’une stratégie pharmacologique originale ciblant la 
modulation du métabolisme de l’acide arachidonique par l’aspirine et à sa valorisation par le dépôt 
d’un brevet ; (iii) à la caractérisation du mécanisme d’action de l’aspirine sur la cicatrisation des plaies 
du diabétique, présenté sous forme de résultats qui feront l’objet d’une publication originale. 
La dernière partie de ce manuscrit présente est une discussion générale des résultats obtenus et les 
perspectives qui se dégagent de ces travaux de recherche. L’importance des médiateurs lipidiques 
provenant des lipoxygénases et de la cyclooxygénase-2 dans la résolution de l’inflammation au cours 




















































CHAPITRE I  
LA PEAU  
Indispensable à la vie, la peau (du latin pellis), enveloppe protectrice du corps, est une barrière 
physique protégeant l’ensemble des organes et tissus des agressions extérieures (Eckert, 1989). Elle 
demeure un lieu privilégié de contact et d’échanges avec le milieu extérieur. La peau est considérée 
comme l’organe le plus étendu mais également le plus volumineux du corps humain avec une surface 
proche des 2m2 (Mosteller, 1987) pour environ 16% du poids total de l’individu. L’épaisseur de la peau 
varie selon la zone anatomique considérée : de 0,5mm (paupières, mamelon, pavillon de l’oreille) à 
2,5mm en moyenne (membres, thorax, paume), voire 4 à 5mm au niveau de la plante des pieds. Elle 
se compose approximativement de 70% d’eau, 27% de protéines, 2% de lipides et près de 1% d’oligo-
éléments (Woodard and White, 1986). Trois couches superposées définissent la peau (Figure 1) : 
• L’épiderme:  tissu épithélial de revêtement, stratifié et kératinisé. 
• Le derme:  tissu conjonctif dense de soutien.  
• L’hypoderme:  tissu conjonctif, de réserve, le plus profond.  
Au sein de ces différentes structures sont présentes des annexes représentées par les phanères 












La peau possède plusieurs fonctions fondamentales : 
• Fonction de thermorégulation (Downey et al., 1971) : avec le maintien de la température 
corporelle, grâce notamment au système vasomoteur (capillaires sanguins et système nerveux). 
• Fonction de protection (Bachelez, 2005; Proksch et al., 2008) : contre les agressions 
mécaniques (chocs, pression et autres) mais aussi contre le rayonnement ultraviolet. Le sébum 
produit est à l’origine du film épidermique hydrolipidique. Il agit comme un écran protecteur (Lee et al., 
2006). 
• Fonction immunitaire (Bangert et al., 2011) : en assurant une première ligne de défense de 
l’hôte, de par sa constitution particulière, son pH acide (4,7 à 5,6) et son renouvellement cellulaire 
perpétuel qui limite la fixation des pathogènes (Elias, 2007). De plus, grâce aux cellules immunitaires 
de l’épiderme, du derme et l’implication d’une flore bactérienne non pathogène (flore saprophyte) 
(Grice and Segre, 2011), la peau constitue une véritable barrière immunologique (Heath and Carbone, 
2013). 
Figure 1 : Structure de la peau. Adaptée de (Geras, 1990). a) Représentation schématique de la peau 





• Fonction sensitive : via une multitude de récepteurs sensibles notamment à la pression, à la 
douleur et à la température (Chery-Croze, 1983; Delmas et al., 2011; Voets et al., 2004). 
• Fonction métabolique : l’hypoderme est une réserve d’énergie sous forme de triglycérides 
(Avram et al., 2005). La peau participe également à la synthèse de la vitamine D (Holick, 2003).  
• Dimension sociale : outre sa fonction informative, l’aspect de la peau a des conséquences 
psychosociales non négligeables (Westerhof, 2007). De nombreuses affections dermatologiques sont 
associées à des stress psychosociaux (Hall et al., 2012).  
1. L’épiderme 
L’épiderme constitue la structure externe la plus fine de la peau avec une épaisseur moyenne de 
100µm, allant de 50µm sur les paupières à 1mm sur la paume des mains ou la plante des pieds. 
L’épiderme n’est pas vascularisé (ni vaisseaux sanguins, ni vaisseaux lymphatiques), mais renferme 
de nombreuses terminaisons nerveuses libres (Boulais and Misery, 2008). C’est un épithélium 
pavimenteux, pluristratifié composé de cellules kératinisées (Figure 2). Cette organisation entraine un 
processus de différenciation propre aux kératinocytes (Barrandon, 1998; Lajtha, 1979; Lavker and 
Sun, 1983; Stenn, 1992). L’équilibre entre la perte, et l’apparition de nouvelles cellules superficielles, 













L’épiderme est organisé en 4 couches cellulaires superposées  
• La couche basale (stratum basale) ou couche germinative est la plus profonde de l’épiderme. 
C’est le compartiment prolifératif (Lavker et al., 2003) responsable du renouvellement des 
kératinocytes. Elle est reliée à une membrane basale (qui assure sa nutrition par diffusion) par des 
hémidesmosomes (Borradori and Sonnenberg, 1999). Ils consolident la jonction entre le derme et 
l’épiderme. Cette couche est constituée d’une seule assise de kératinocytes, de cellules souches de 
l’épiderme et de cellules amplificatrices transitoires dites TA (Transit Amplifying). Les cellules souches 
ont un fort potentiel de prolifération et une capacité illimitée d’auto-renouvellement (Potten and Booth, 
2002) contrairement aux cellules TA (cellules filles des cellules souches) qui sont vouées à la 
différenciation définitive (Jones and Watt, 1993; Roh et al., 2005).  
• La couche épineuse (stratum spinosum), ou corps muqueux de Malpighi, est une 
superposition de 5 à 15 strates de kératinocytes.  
Figure 2 : Structure de l’épiderme. a) Représentation schématique de l’épiderme humain. Adapté de (OpenStax-College, 
2013). b) Epiderme humain observé en microscopie électronique. Adaptée de (Regeants-of-University-of-Michigan-





• La couche granuleuse (stratum granulosum) est constituée de 1 à 3 strates de kératinocytes 
aplatis et granuleux contenant des grains volumineux (les kératohyalines) (Sidhu et al., 2000). 
• La couche cornée (stratum corneum) représente la couche la plus externe de l’épiderme en 
contact avec l’environnement extérieur. Elle se compose de 5 à 15 couches de des cellules 
polyédriques aplaties et complètement kératinisées, dénommées cornéocytes (Norlen, 2006). Dans 
certains cas de peau épaisse, comme les zones palmaires et les lèvres (Zirra, 1976), le stratum 
lucidum assure la transition entre le stratum granulosum et le stratum corneum. Il s’agit de fines 
couches de cellules mortes où les kératinocytes y présentent un phénotype intermédiaire (notamment 
un noyau remplacé par une vacuole). 
En plus des kératinocytes qui représentent à eux seuls environ 90 % de la population cellulaire totale, 
3 autres types cellulaires principaux composent l’épiderme.  
Tout d’abord, les mélanocytes, responsables de la synthèse et de la sécrétion de mélanine (5 à 10% 
des cellules épidermiques), sont à l’origine de la pigmentation de la peau (Lin and Fisher, 2007; 
Slominski et al., 2004) et de sa protection vis à vis des rayons ultraviolets.  
Les cellules de Merkel sont distribuées de manière irrégulière au sein de la couche basale (Boulais 
and Misery, 2007), sont peu abondantes et ne représente environ qu’1% des cellules présentes. Ces 
mécanorécepteurs (Misery and Gaudillere, 1996) renferment des vésicules neuroendocrines, et sont 
couplés aux terminaisons sensorielles libres intraépidermiques ou intrapapillaires (Xiao et al., 2014).  
Enfin, Les cellules de Langerhans, cellules dendritiques, jouent le rôle de sentinelle et sont 
impliquées dans l’induction de la réponse immune cutanée. Elles jouent le rôle de cellules 
présentatrices d’antigènes spécifiques de l’épiderme et ont une importance considérable dans la 
défense et tolérance (Clausen and Kel, 2010). 
 
2. Le derme 
Le derme, est en moyenne, quatre fois plus épais que l’épiderme. Il est fortement vascularisé, et 
contribue à la thermorégulation de l’organisme (Sanyal and Maji, 2001). C’est un tissu conjonctif fibro-
élastique de soutien, conférant à la peau ses propriétés biomécaniques de résistance, de souplesse 
et d’élasticité (Daly, 1982; Prost-Squarcioni et al., 2008). Le derme est principalement composé de 
fibres de collagène (Branchet et al., 1991), mais également de protéoglycanes et de glycoprotéines de 
structure qui interviennent dans les interactions cellule-matrice (Krieg and Aumailley, 2011). 
L’ensemble de ces fibres est dénommé matrice extracellulaire (MEC). 
Le derme est principalement colonisé par des fibroblastes, cellules d’origine mésenchymateuse 
fusiformes et étoilées avec de longs prolongements cytoplasmiques (Sorrell and Caplan, 2004). Les 
fibroblastes produisent et sécrètent la majorité des molécules constituant la MEC mais également des 
protéases, les métalloprotéases matricielles (MMPs) capables de dégrader et remodeler cette matrice 
(Page-McCaw et al., 2007; Woessner, 1991). D’autres cellules sont également présentes au sein du 
derme : des cellules endothéliales qui composent les vaisseaux sanguins ou lymphatiques (Detmar, 
1996) ainsi que de nombreuses cellules inflammatoires et immunitaires comme les cellules 
dendritiques (Lappin et al., 1996), les lymphocytes T (LT) (McLellan et al., 1998), les cellules natural 
killer (NK) (Muller et al., 2000), les mastocytes (Cowen et al., 1979; Janssens et al., 2005) et les 
macrophages (de Panfilis, 1996; Dupasquier et al., 2004). 
Deux régions sont définies dans le derme. Elles diffèrent de par la composition et l’organisation de 





Le derme papillaire est le plus superficiel. Il est caractérisé par de nombreuses papilles dermiques 
dont il tient le nom. Il est plus cellulaire, vascularisé et innervé que le derme réticulaire. Il contient des 
capillaires qui s’étendent depuis le plexus sous-papillaire jusqu’aux papilles dermiques afin d’apporter 
par diffusion, les nutriments nécessaires à l’épiderme (Hern and Mortimer, 1999). Il se compose d’un 
assemblage de fines fibres de collagène de type I et III et de fibres d’oxytalane (Cotta-Pereira et al., 
1976) synthétisées par les fibroblastes. De nature élastique, ces fibres sont disposées en un réseau 
irrégulier et peu dense (Smith et al., 1986). C’est au niveau du derme papillaire que sont retrouvés les 
annexes épidermiques (glandes sudoripares eccrines et mérocrine, les follicules pileux) et les 
récepteurs nerveux sensitifs (McLafferty et al., 2012).  
Localisé sous le derme papillaire en profondeur, le derme réticulaire est défini comme un tissu 
conjonctif dense avec de nombreux faisceaux épais de fibres de collagène principalement de type I 
(Lochner et al., 2007; Weber et al., 1984). Ces fibres de collagène sont entremêlées à des fibres 
élastiques d’élaunine et d'élastine. Ces fibres ont un diamètre de plus en plus important à mesure 
qu’elles s’enfoncent dans la profondeur du derme (Yasui et al., 2004) et elles s’orientent parallèlement 





















La jonction dermo-épidermique assure dans la peau des fonctions fondamentales. Elle possède un 
rôle de support mécanique pour l’adhésion de l’épiderme au derme et un rôle de barrière sélective 
permettant le contrôle des échanges moléculaires et cellulaires entre les deux compartiments. De 
plus, elle est également le support de l’adhésion et de la migration des kératinocytes lors de la 
restauration de l’intégrité épidermique, grâce notamment aux glycoprotéines qui la composent et plus 
particulièrement aux laminines (Aumailley and Rousselle, 1999; Karecla et al., 1994).  
Figure 3 : Organisation du derme. Extrait de (Jacquemoud, 2007). a) Représentation schématique de la peau humaine.            
b) Derme papillaire à la jonction dermo-épidermique, observé en microscopie électronique à balayage. c)-d) Fibres de 





La jonction dermo-épidermique se compose de 4 parties allant de l’épiderme vers le derme (Figure 4).  
La première partie est mince (environ 120nm). C’est l’ensemble formé par la membrane plasmique 
des kératinocytes basaux et leur structure d’attaches transmembranaires : les hémidesmosomes. 
Les hémidesmosomes assurent un lien permettant aux kératinocytes basaux de l'épiderme de se fixer 
au derme adjacent (Borradori and Sonnenberg, 1999; Green and Jones, 1996).  
Deux structures définissent la lame basale, attenante à l’épiderme : la lamina lucida et la lamina 
densa. La lamina lucida est directement en contact avec l'épiderme ; elle provient de l’agencement de 
protéoglycanes et de glycoprotéines (Briggaman and Wheeler, 1975; Fine, 1991). La lamina densa 
(environ 70nm) est principalement composée de collagène de type IV (Yaoita et al., 1978), mais 
également de laminines, de nidogène ou entactine (Breitkreutz et al., 2013) et de protéoglycanes 
(Hellstrom et al., 2014).  
La lame réticulaire en continuité avec le derme (Burgeson and Christiano, 1997), consiste en une 
matrice dense formée notamment de filaments de collagène de type III et I (Evans et al., 2000). Des 
fibrilles d’ancrage de collagène VII (principalement situées sous les hémidesmosomes), liées à la 
laminine 332 ou au collagène IV de la lamina densa, se projettent dans la matrice dermique 
(Rousselle et al., 1997) pour y être reliées et solidifier la membrane basale. Les fibrilles d’ancrage 
s’attachent au derme papillaire grâce à des plaques d’ancrage et à l’entrecroisement des filaments de 
collagène afin de constituer un véritable réseau d’enracinement tridimensionnel. À partir des plaques 
d’ancrage, d’autres fibrilles s’enracinent plus profondément ou relient les plaques entre elles.  
Enfin, la zone fibrillaire contient des fibres d'ancrages reliant la lamina densa de la membrane basale 
à des plaques d'ancrage du derme papillaire. Les fibres d'ancrage sont constituées de collagène de 


















L'hypoderme est un tissu graisseux sous-cutané, situé sous le derme profond. L’hypoderme est réparti 
sur tout le corps mais présente des épaisseurs variables selon sa localisation et le caractère sexuel 
de l’individu (Prigent, 2002). La limite entre le derme profond et l’hypoderme peut être difficile à 
différencier notamment si l’hypoderme contient une grande quantité de tissu adipeux. Il n’est séparé 
Figure 4 : Organisation de la jonction dermo-épidermique. a) Représentation schématique de la jonction dermo-épidermique 







par aucune structure bien précise et repose en profondeur sur les aponévroses musculaires ou 
directement sur le périoste osseux. Il joue un rôle de stabilisateur en limitant les trop grands 
déplacements de la peau. 
L’hypoderme est composé de tissu conjonctif spongieux de nature adipeuse, parsemé d'adipocytes. Il 
contient des travées conjonctives fibreuses, peu cellulaires, lieu de passage des vaisseaux et des 
nerfs (ou septa). Il contient aussi des lobules graisseux plus ou moins volumineux faits d’adipocytes 
(Fruhbeck et al., 2001). Ces cellules graisseuses mésenchymateuses différenciées stockent les 
lipides sous forme de triglycérides (Flier, 1995) afin de libérer des acides gras en cas de besoin 
énergétique (Kanitakis, 1995). Ce tissu assure également l’isolation thermique de l’organisme et le 
protège des chocs grâce à ses amas de cellules groupées. 
 
4. Les annexes épidermiques 
Les glandes sudoripares/sudorales sont réparties sur toute la surface de la peau. Ces glandes sont 
à l’origine de la sécrétion de la sueur, mécanisme indispensable à la thermorégulation de l’organisme 
(Sato et al., 1989). Elles participent également à la protection de l’organisme via la synthèse d’un film 
hydrolipidique et à la sécrétion de toxines (Saga, 2002). Deux types de glandes sudoripares sont 
identifiables (Saga, 2001) les eccrines et les apocrines. Les eccrines sont principalement localisées 
dans le derme au niveau des régions palmoplantaires. Elles sont à l’origine de la sécrétion à la 
surface de l'épiderme de la sueur (mélange d’eau, d'acide lactique, d'urée, d’acides aminés, et de 
toxines issues du métabolisme (Hould, 1982). Les glandes apocrines sont situées dans l’hypoderme 
uniquement dans des zones précises comme les aisselles, les paupières, le pubis et les parties 
génitales. La sécrétion de sueur (non permanente) par les glandes apocrines, ne débute réellement 
qu’à la puberté, sous l’influence du système hormonal, des émotions et du stress. Cette sécrétion 
laiteuse est riche en molécules organiques (lipides, protéines) et de phéromones. Ces glandes sont 
toujours annexées à un follicule pilo-sébacé. 
Les glandes sébacées, sont localisées au niveau du derme moyen, où elles sont accolées aux 
follicules pileux pour former les follicules pilo-sébacés, sauf au niveau des régions spécialisées 
comme l’aréole du sein et les lèvres. Elles sont constituées de sébocytes qui fabriquent et excrètent 
du sébum à la surface de la peau. Ce sébum participe avec la sueur, à la composition du film 
hydrolipidique (Downing et al., 1987), qui protège la peau du dessèchement, des petites écorchures 
ou agressions cutanées et des infections bactériennes via des propriétés antifongiques et 
antibactériennes (Makrantonaki et al., 2011). 
Les poils ou les cheveux possèdent une structure complexe composée d’un bulbe ou matrice pilaire. 
C’est un amas de cellules matricielles qui prolifèrent et donnent naissance à des cellules épithéliales 
qui se kératinisent. Ce processus d’accroissement du poil s’effectue par cycles, alternant périodes de 
repos et de croissance. La gaine épithéliale est une invagination tubulaire de l’épiderme s’enfonçant 
dans le derme qui permet aux cellules matricielles de progresser vers la surface. La gaine épithéliale 
est entourée par le « sac fibreux du poil », gaine conjonctive formée par le derme et renfermant des 
vaisseaux et des terminaisons nerveuses sensitives. La dernière partie visible est la tige, 
biologiquement morte qui est dans l’axe de la gaine épithéliale. La coloration des poils et des cheveux 
est due à l’incorporation de mélanosomes aux cellules épithéliales destinée à former la kératine des 
phanères. La quantité de mélanosomes présents et la qualité du pigment (eumélanine noire ou 





coloration finale du poil. Le poil dans sa gaine, le muscle arrecteur (muscle redresseur du poil chez le 
mammifère), la glande sébacée et dans certaines régions la glande sudoripare apocrine, constituent 
le follicule pileux. 
 
L’ongle comporte 3 parties : la racine, le corps et l’extrémité dont la croissance est ininterrompue (en 
moyenne de 0,1mm/jour) du fait de l’absence de desquamation. Il est constitué de cellules épithéliales 
kératinisées issues de la prolifération tangentielle de la matrice unguéale. Chaque ongle couvre et 
protège le dessus de la dernière phalange des doigts et des orteils. 
5. Particularités de la peau de souris 
Bien que la peau de mammifères soit assez semblable d’une espèce à l’autre, il est nécessaire de 
définir les spécificités que présente la peau de ces rongeurs par rapport à la peau humaine 
précédemment décrite (Tableau 5). Il est à noter que peu d’études publiées décrivent explicitement 













Globalement, avec une moyenne de 400µm, contre 1400µm pour la peau humaine, l’épaisseur de la 
peau de souris est beaucoup plus fine (Figure 6). Cette différence s’explique par le faible nombre 
d’assises cellulaires épidermiques (2-3) que l’on retrouve chez l’animal comparé à l’humain (10 à 15). Le 
tissu sous-cutané (panniculus carnosus) de la souris, ne possède aucune adhésion avec le fascia 
musculaire et donc lui confère une certaine mobilité et une aptitude de déplacement relativement 
importante (Calvin, 1998). La peau du mâle est 40% plus rigide que celle de la femelle. Cela est dû en 
partie à un derme plus épais. Cependant, chez la femelle, ce sont l’épiderme et l’hypoderme qui se 
retrouvent hypertrophiés (Azzi et al., 2005). Cette particularité n’est pas présente chez l’homme.  
La différence la plus notable se situe au niveau du nombre de follicules pileux (Sundberg and King, 
1996) nettement plus important chez ces rongeurs (1000 par mm2 contre 25 par mm2 pour l'Homme). La 
présence et le développement de certains poils sont exacerbés comme c’est le cas avec les vibrisses, 
organes sensoriels à part entière qui renseignent l’animal sur le monde extérieur. Les poils murins ont 
également un cycle de vie différent de celui de ceux des humains (Porter, 2003) (Paus et al., 1999). Le 
cycle pilaire, peut être décomposé en trois phases : anagène, catagène et télogène (phase de 
croissance, repos et d’expulsion).  





Les cellules de Merkel ne sont pas présentes dans l’épithélium murin mais se retrouvent dans la gaine 
folliculaire externe des vibrisses et des coussinets plantaires (Moll et al., 1996). Chez l’homme, une 
faible proportion de cellules LTCD8+ sont observées dans l’épiderme, avec une part très faible de LTg (à 
l’inverse des LTαβ+). Ces cellules sont dispersées dans l’épiderme au niveau de la couche basale des 
kératinocytes et du derme (Tamaki et al., 2001). Cette situation est très différente de celle observée chez 
la souris, où l’on retrouve une forte population de LTγδ et de LT Vγ5Vδ1, appelés cellules T dendritiques 
épidermiques (DETC) (Jameson and Havran, 2007) et des cellules NK 1.1+ (Clark, 2010). 
Plus récemment, l’analyse comparative de transcriptomes (murins versus tissu cutané humain) a permis 
de mettre en évidence le faible pourcentage (30,2%) de degré de similitude entre la peau de l’homme et 
celle de la souris (Gerber et al., 2014). La majorité des gènes identifiés comme étant communs, codent 
pour des protéines en relation avec des fonctions structurelles. Néanmoins, des similitudes avec des 
gènes impliqués dans certaines composantes fonctionnelles cellulaires comme la morphogenèse et 
























Figure 6 : Comparaison des structures et composants cellulaires de la peau murine et humaine. Adaptée de 
(Pasparakis et al., 2014; Wagner et al., 2010). a) La peau humaine a un épiderme et un derme plus épais que la peau 
de souris. La peau de souris présente des follicules pileux très denses contrairement à la peau humaine, où de plus 
grandes zones interfolliculaires sont visibles. b) Les types de cellules immunitaires les plus répandues dans l'épiderme 
humain sont des cellules de Langerhans et les cellules TCD8+. Dans l'épiderme de la souris, les cellules dendritiques 
épidermiques Vγ5+ T (DETC) sont fortement présentes et sont absentes de l'épiderme humain. Chez l'homme et la 
souris, le derme est peuplé par des macrophages, des mastocytes, des cellules T αβ classiques et une petite population 
de cellules lymphoïdes innées (ILC).  
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CHAPITRE II  
LA CICATRISATION CUTANEE  
La cicatrisation d’une plaie est un processus physiopathologique naturel, multifactoriel et dynamique 
visant à rétablir l’intégrité et la fonctionnalité des tissus lésés (Martin, 1997; Singer and Clark, 1999). 
Elle s’articule autour de cascades complexes impliquant des événements cellulaires et biochimiques.  
De manière générale, le processus de cicatrisation peut être divisé en trois phases majeures 
(Hosgood, 2006; Stadelmann et al., 1998) (Figure 7).  
• Une phase inflammatoire, généralement initiée par une étape d’hémostase. 
• Une phase de prolifération ou de granulation correspondant à la phase de réparation 
tissulaire. La transition entre la phase inflammatoire et la phase de prolifération/réparation est sous le 
contrôle d’une étape dite de résolution de l’inflammation 
• Enfin, la phase de remodelage, la plus longue. Elle permet aux structures nouvellement 
créés, de retrouver des caractéristiques fonctionnelles et esthétiques proches des tissus originaux. 
Bien que traditionnel, ce découpage est assez arbitraire. En effet, le processus cicatriciel ne se 
déroule pas comme une succession de phases strictement indépendantes mais comme un 





















Figure 7 : Principales phases du processus de cicatrisation cutanée. Les 3 principales étapes de la 
cicatrisation :  
Phase inflammatoire, phase de granulation et de prolifération et la phase de remodelage. Adaptée de (Kloth, 2002). 




Il existe deux processus de cicatrisation : la régénération et la réparation (Ud-Din et al., 2014). Malgré 
le potentiel de régénération visible au stade fœtal, la plupart des plaies chez les mammifères adultes 
cicatrisent suivant le mode de réparation (Colwell et al., 2003; Kishi et al., 2012; Murawala et al., 
2012). C’est plus particulièrement le cas des plaies cutanées. Ce processus ne restaure pas l’intégrité 
fonctionnelle et phénotypique initiale des organes touchés, mais aboutit à la formation d’une cicatrice 
(Bayat et al., 2003) plus ou moins invalidante, avasculaire et le plus souvent fibreuse (Gurtner et al., 
2008).  
Classiquement, trois types de cicatrisation sont décrites (Broughton et al., 2006) (Figure 8). La 
cicatrisation par première intention (Johnstone and Farley, 2005), la cicatrisation par seconde 
intention dans les cas où des complications surviennent avec une perte tissulaire plus importante 
(Lowry et al., 1997) et la cicatrisation de troisième intention (ou de seconde suture) qui concerne les 
plaies laissées volontairement à l’air libre. Le plus souvent infectées, la fermeture de ces lésions ne 

















« Rubor et tumor cum calor et dolore », cette description de l’inflammation par Cornelius Celsus au 
1er siècle avant JC a traversé le temps. Les aspects qui y sont décrits sont généralement proches de 
la réalité : la rougeur, la chaleur, l’œdème et la douleur résument bien les signes cliniques relatifs à 
une inflammation, semblables à ceux rencontrés dans le contexte cicatriciel. Le processus 
inflammatoire est un processus complexe qui implique une série d'événements cellulaires et 
biochimiques interdépendants essentiels au déclenchement de la réparation des tissus endommagés 
(Medzhitov, 2008).  
L’inflammation est la première étape indispensable au processus de réparation tissulaire, cependant, 
une réponse inflammatoire inefficace ou incontrôlée contribue à des dysfonctionnements cellulaires et 
à des défauts de réparation tissulaire.  
 
Figure 8 : Les différents types de 
cicatrisation. a) Cicatrisation de 
première intention. La plaie est de 
faible envergure, avec peu de pertes du 
tissu biologique initiales. La cicatrice 
résultante est minime. b) Cicatrisation 
de deuxième intention. La plaie est 
étendue, hémorragique avec possibilité 
de traces de nécroses. La cicatrice est 
large, peu esthétique et de 
fonctionnalités réduites. c) Cicatrisation 
de troisième intention. Plaie stagnante, 
évoluant vers la chronicité. Elle est 
laissée à l’air libre, nettoyée puis fermé 
par acte chirurgical. La cicatrice est très 
épaisse et invalidante. Adaptée de 
(Biology Discussion Forums For All Your 
Science Needs, 2013). 




1.1. L’hémostase  
Suite à une blessure, de nombreux vaisseaux peuvent être endommagés. En réponse, l’organisme 
déclenche l’hémostase (Figure 9). Cette réponse immédiate permet d’arrêter l’épanchement sanguin 
au niveau de la brèche vasculaire (Zucker, 1947). Tout comme le processus de cicatrisation, 
l’hémostase regroupe plusieurs mécanismes, initiés simultanément et liés entre eux (Brass et al., 



















1.1.1 L’hémostase primaire 
L’hémostase primaire débute par une vasoconstriction réflexe des vaisseaux lésés. L’endothélium des 
vaisseaux synthétise plusieurs composés qui inhibent l’agrégation plaquettaire comme la prostacycline 
(PGI2) (Darius et al., 1995; Weiss and Turitto, 1979) ou le monoxyde d’azote (NO) (Radomski et al., 1987; 
Yan et al., 1996). Lors d’une atteinte vasculaire, la rupture de la continuité vasculaire met à nu la 
monocouche de cellules endothéliales du sous-endothélium. Les plaquettes sanguines peuvent alors 
reconnaître et lier les structures matricielles endommagées (Nuyttens et al., 2011). Cette reconnaissance 
peut se faire soit de manière directe, via des récepteurs aux intégrines (notamment a2b1) et via la GPIV 
reconnaissant le collagène (Clemetson and Clemetson, 2007); soit de manière indirecte via les récepteurs 
GPIb-V-IX et le facteur XIII de Willebrand qui permet leur fixation au sous-endothélium. L’activation et la 
production de thromboxane A2 (TXA2) (Shida et al., 2014) qui en découle provoque quasi instantanément 
la dégranulation des granules plaquettaires avec la libération de nombreux médiateurs pro-agrégeants : 
adénosine5’-diphosphate (ADP), sérotonine, TXA2…(Coppinger et al., 2004; Paul et al., 1999). Les 
récepteurs GPIIbIIIa (CD41a) plaquettaires changent de conformation et viennent fixer également le 
fibrinogène plasmatique (facteur I de la coagulation) (Bennett, 2001). Ces évènements concourent à une 
agrégation plaquettaire et la formation d’un clou thrombotique (Jackson, 2011; Ruggeri, 2002). 
Figure 9 : L’hémostase. a) Adhésion des plaquettes sur l’endothélium endommagé. b) -c) Activation 
plaquettaire et dégranulation d’agents pro-agrégants. d)-e) Fixation le fibrinogène. Un réseau réversible de 
plaquettes agrégées se forme. f) Le fibrinogène est transformé en fibrine : formation du clou hémostatique. 
Le réseau plaquettaire se rétracte, c’est l’homostase secondaire. g) Fibrinolyse : dissolution du caillot 
sanguin. Adaptée de (Berridge, 2012). 
 




1.1.2 L’hémostase secondaire 
La cascade de coagulation (Figure 10) implique une série de facteurs plasmatiques permettant la 
conversion du fibrinogène en fibrine afin de rendre le clou thrombotique stable (Renne et al., 2006). 
La voie intrinsèque (Gailani and Renne, 2007) (ou endogène) implique une activation en cascade de 
facteurs sanguins dépendants de l’activation du facteur XII, lorsque celui-ci entre en contact avec le 
collagène exposé. Le déclenchement de la cascade de coagulation et la formation du clou 
plaquettaire sont donc concomitants.  
A l’inverse, la voie extrinsèque (Mackman et al., 2007) est initiée par un facteur extérieur aux 
vaisseaux sanguins produit par les cellules endommagées après un traumatisme tissulaire : la 
thromboplastine ou facteur III. 
Ces deux voies distinctes s’achèvent par l’obtention du complexe X, à l’origine du complexe activateur 
de la prothrombine ou prothrombinase (facteur Xa, et Va) et par la synthèse de thrombine. La 
thrombine convertit finalement le fibrinogène en fibrine (Wolberg, 2007). C’est le facteur XIIIa qui 
viendra stabiliser le tout (Ariens et al., 2002). Lorsque le caillot est formé, les plaquettes emprisonnées 
vont induire une rétraction du réseau de fibrine, et de ce fait le rapprochement des bords de la lésion 
















1.1.3 La fibrinolyse 
La fibrinolyse, via la plasmine, a pour but d’empêcher l’extension du clou hémostatique pour permettre 
sa dissolution (Thompson et al., 1996) et engager le processus de reperméabilisation de la paroi 
endommagée. C’est une enzyme protéolytique, issu du plasminogène présent dans le sang, très 
puissante capable de dégrader le réseau de fibrine, de détruire le fibrinogène ainsi que d’autres 
facteurs de coagulation. Elle est le produit de la transformation du plasminogène plasmatique en 
plasmine via : l’activateur tissulaire du plasminogène (tPA), principalement synthétisé par les cellules 
endothéliales au niveau de la lésion (Kooistra et al., 1994) ; et via l’urokinase produite au niveau du 
caillot sanguin, à partir de la pro-urokinase (Myohanen and Vaheri, 2004).  
Figure 10 : Cascade de la coagulation. Adaptée de (Mackman, 2004). Facteurs tissulaires dans la voie extrinsèque et la 
voie intrinsèque. PAR : Protease-Activated Receptors ; PT : Prothrombine ; SFM : Monomère de Fibrine Soluble ; 
TF :Facteur Tissulaire. 




Cette fibrinolyse est assurée par les cellules endothéliales préalablement activées et les macrophages 
qui vont produire de nombreuses MMPs, des activateurs du plasminogène (et de la plasmine) 
capables de désagréger les membranes basales, le réseau de fibrine et ses structures environnantes 
(Nagase and Woessner, 1999). 
Les inhibiteurs de la plasmine comme l’alpha 2 macroglobuline (de Boer et al., 1993), l’alpha 2 
antiplasmine (Carpenter and Mathew, 2008), et les inhibiteurs de l’activateur tissulaire du 
plasminogène (PAI-1 et le PAI-2) (Gils and J., 2003; Saksela et al., 1985)) assurent l’équilibre entre la 
coagulation et la fibrinolyse (Li et al., 2003). 
1.2. La phase inflammatoire proprement dite 
La phase d’hémostase laisse progressivement place à l’apparition d’un œdème au niveau du pourtour de 
la lésion. Son origine est multiple. Il est provoqué aussi bien par la congestion des vaisseaux sanguins, que 
par l’occlusion de ceux du système lymphatique. Les cellules endothéliales, sous l’effet des médiateurs 
libérés, se contractent, provoquent un accroissement des espaces intracellulaires, une augmentation de la 
perméabilité capillaire et une extravasion supplémentaire (Maslinska and Gajewski, 1998). Le plasma et 
ses constituants vont alors traverser les parois vasculaires. Ce liquide, nommé « exsudat » contient de 
nombreuses cellules, enzymes, anticorps et diverses molécules impliquées dans la poursuite du processus 
inflammatoire. 
Durant cette phase, de nombreux médiateurs cytokiniques mais aussi lipidiques sont sécrétés dans le 
milieu extracellulaire. Le Tumor Necrosis Factor a (TNF-a), fortement produit durant cette phase, favorise 
l’expression de molécules d’adhésion sur les cellules endothéliales et facilite la migration leucocytaire sur le 
site lésionnel via leurs récepteurs (CD11a/CD18 (LFA-1), CD11b/CD18 (MAC-1), CD11c/CD18 (gp150, 
95) et CD11d/CD18) (Carman and Springer, 2004; Kulidjian et al., 1999). Les cytokines de la famille de 
l’interleukine 1 (IL-1) (notamment IL-1α et IL1-β) induisent également l’expression de molécules d’adhésion 
et stimulent les cellules stromales. La libération des chimiokines qui en découle, favorise le recrutement de 
nouvelles cellules inflammatoires sur le site de la lésion (Chang et al., 2012; Dinarello, 1996).  
Les neutrophiles (PNNs), jouent un rôle majeur dans l’élimination des corps étrangers, des agents 
pathogènes susceptibles de contaminer la plaie, mais également dans la suppression des débris 
cellulaires et tissulaires (Hart, 2002). Les PNNs sont à l’origine de la production de nombreuses espèces 
réactives de l’oxygène (ROS) et de protéases qui peuvent endommager les tissus nouvellement formés 
(Dovi et al., 2004). Les PNNs nécessaires au bon déroulement de la phase inflammatoire (Singer and 
Clark, 1999) doivent donc progressivement laisser leur place afin de limiter leurs fonctions pro-
inflammatoires (El Kebir and Filep, 2010; Geering and Simon, 2011). Dans une situation normale, les 
PNNs ont une courte durée de vie et entrent rapidement en apoptose (Savill, 2000) afin que le processus 
de réparation puisse s’amorcer. 
L’implication des lymphocytes a été établie via notamment de nombreuses études portant sur la déplétion 
de cette population (Martin and Muir, 1990). Plus particulièrement, il a été mis en évidence la participation 
des DETC dans l’origine de la production de nombreux facteurs de croissance comme l’insulin-like growth 
factor 1 (IGF-1) et le fibroblast growth factor (FGF) 7 et 10 (Barbul and Regan, 1990; Jameson et al., 2002; 
Schaffer and Barbul, 1998; Toulon et al., 2009).  
Les mastocytes, en dégranulant libèrent une multitude d’enzymes, histamine, et autres amines actives qui 
sont impliquées dans les signes caractéristiques de l’inflammation (Noli and Miolo, 2001). Ainsi, la 
perméabilisation des vaisseaux devient plus importante et permet aux monocytes circulant de s’infiltrer 
plus facilement (Artuc et al., 1999; Oskeritzian, 2012). 




Figure 12 : Interaction entre les fibroblastes et les différentes 
populations cellulaires. Adaptée de (Greaves et al., 2013). 
 
Cette phase inflammatoire doit progressivement laisser sa place au processus de réparation tissulaire 
dépendant de l’apparition de la phase de résolution de l‘inflammation, elle-même contrôlée par les 
macrophages. Bien qu’il fût établi que la résolution de la réponse inflammatoire aiguë était un processus 
passif, il est maintenant clairement démontré qu’il s’agit d’un processus actif. En effet, cette réponse 
implique l’activation rapide de voies de signalisation finement contrôlées, qui induisent la génération 
d'une réponse inflammatoire adaptée (Serhan et al., 2007).  
 
2. Phase proliférative et de réparation 
Cette étape a pour but de reconstruire le tissu conjonctif, la MEC et l’épithélium via deux principaux 
mécanismes : (i) la génération d’un tissu de granulation et son épidémisation ; (ii) et sa néo-
angiogenèse. Cette phase est initiée par des facteurs de croissance et des cytokines libérés par les 




2.1. Formation du tissu de granulation  
Les cellules mésenchymateuses non différenciées, situées dans le tissu conjonctif périphérique de la 
lésion vont être à l’origine du recrutement des fibroblastes au niveau des berges de la plaie (Figure 
12). Ces cellules sortent de leur état de quiescence pour s’activer et adopter un phénotype leur 
permettant de migrer dans la matrice provisoire de fibrine en direction de molécules chimiotactiques 
produits lors de l’inflammation. Ceci est dû à leur sensibilité prononcée à certains facteurs, comme le 
FGF (Gospodarowicz, 1974), le platelet-derived growth factor (PDGF) (Seppa et al., 1982) et le 
transforming growth factor β   (TGF-β) (Postlethwaite et al., 1987). En plus de ce chimiotactisme, les 
fibroblastes vont prendre appui sur le réseau de fibrine (en le dégradant) et sur le réseau de 









Tableau 11 : Effets des facteurs de croissance et des cytokines produites durant le processus cicatriciel. Adapté de 
(Werner and Grose, 2003). 




Au fur et à mesure de la dégradation de la matrice de fibrine, les fibroblastes de la plaie commencent à 
synthétiser une matrice riche en fibronectine et en collagène III. Il s’agit de la formation du tissu de 
granulation à l'intérieur du site de la plaie (Greaves et al., 2013). Les fibroblastes se multiplient au niveau 
de la lésion sous l’influence du PDGF produit par les plaquettes. Durant la phase proliférative, ce sont 
les macrophages, les cellules musculaires lisses et les cellules endothéliales qui vont à leur tour sécréter 
des facteurs de croissance (Lobmann et al., 2006). Au fur et à mesure que la nouvelle MEC est 
synthétisée, les fibroblastes adoptent le phénotype de myofibroblastes caractérisé par leur forme 
allongée et la présence de paquets de filaments d’actine le long de leur membrane plasmique (Hinz, 
2007). Finalement, grâce à des contacts cellules-cellules et cellules-matrice (médiés par la fibronectine) 
les myofibroblastes se contractent. 
 
Le TGF-β stimule la migration des fibroblastes et la synthèse de la MEC (fibronectine et collagène) par 
les fibroblastes. Cette cytokine favorise la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes (Lucas et 
al., 2010), cellules capables de se contracter (Lobmann et al., 2005). Le TGF-β, par son action 
stimulatrice sur les cellules mésenchymateuses et les fibroblastes est lié à la fibrose (Martin and 
Leibovich, 2005) ainsi qu’à d’autres facteurs tels que le PDGF, l’IL-8, l’IGF-1 et l’epidermal growth factor 
(EGF) responsables de la stimulation de la prolifération, de la migration, et de la différenciation des 
cellules endothéliales. En plus de son action sur la synthèse de collagène, le TGF-β inhibe les 
collagénases et l’action des MMPs, en régulant la synthèse de leurs inhibiteurs : les "tissue inhibitor of 
metalloproteinase" (TIMPs) (Brew et al., 2000; Gomez et al., 1997; Nagase et al., 2006). En induisant 
l’augmentation de la synthèse des TIMPs tout en diminuant celle des MMPs, cette cytokine empêche la 
dégradation totale de la MEC (Edwards et al., 1996; Edwards et al., 1987). La migration des fibroblastes 
est également liée à de multiples facteurs environnementaux, comme notamment une pression partielle 
en oxygène réduite (Edwards et al., 1996; Oberringer et al., 2008). 
2.2. La réépithélialisation  
Cette étape a pour finalité la régénération par les kératinocytes d’un épiderme garant de l’intégrité de la 
barrière épithéliale (Raja et al., 2007). La restauration épidermique commence par la migration des 
kératinocytes à partir de la périphérie de la plaie (Krawczyk, 1971; Pang et al., 1978). Parallèlement, suite 
à la rupture de la membrane basale et à la libération de collagène de type IV, les kératinocytes migrent de 
manière radiale à partir d’annexes cutanées intactes (Kainulainen et al., 1998). Cette réépithélialisation par 
foyers multiples se rajoute à celle observée à partir des berges de la plaie.  
L’orientation des fibres de collagène jouent un rôle incontestable : il s’agit de l’haptotactisme. Les 
kératinocytes vont surexprimer et redistribuer à leur surface des intégrines comme l’α6β4 et l’α2β1 qui vont 
faciliter leurs migration (Decline and Rousselle, 2001; Mercurio et al., 2001; Watt, 2002). L’α2β1 présente 
une forte affinité pour le collagène de type I et la fibronectine, que l’on retrouve en grande quantité dans le 
tissu de granulation en cours de formation. Les kératinocytes expriment également des récepteurs aux 
facteurs de croissance de type EGF, qui ont pour particularité de se lier à l’héparine (HB-EGF) et accélérer 
la migration des kératinocytes (Chen et al., 1993; Shirakata et al., 2005). Les kératinocytes en migration 
expriment également des éléments de la matrice provisoire, comme la laminine 5 332 (Amano et al., 2004; 
Larjava et al., 1993), avec un panel caractéristique de cytokératines (K6, K16 et K17) et d’intégrines de 
surface. (Leigh et al., 1995; Usui et al., 2005).  
  




Actuellement, deux modèles ont été proposés pour expliquer le mécanisme de la réépithélialisation d’une 
plaie (Figure 13). Le premier, est le modèle de migration « en feuillet » ou par glissement. Les 
kératinocytes migrent en un groupe cohésif, jusqu’à ce que la plaie soit complètement recouverte (Buck, 
1979; Laplante et al., 2001; Vaughan and Trinkaus, 1966). Le second modèle dit en « saute-mouton » ou 
par roulement, propose une migration des kératinocytes les uns par-dessus les autres, jusqu'à leur 










2.3. L’angiogenèse  
L’angiogenèse est une composante importante de la phase de prolifération cellulaire (Mahdavian 
Delavary et al., 2011). Elle soutient l’apport d’oxygène et de nutriments aux cellules en multiplication 
au niveau de la plaie en cours de réparation (Whalen, 1992). Cette néosvascularisation est 
directement enclenchée dès l’arrivée des plaquettes et se poursuit jusqu'à la guérison de la plaie 
(Figure 14). Elle est principalement régulée par les macrophages, les cellules endothéliales et les 
kératinocytes (Mirza et al., 2009) par l’intermédiaire de différents facteurs sécrétés comme le vascular 
endothelial growth factor (VEGF) ainsi que le FGF, l’EGF et le TGF-b, selon la nature du tissu lésé 
(Diegelmann and Evans, 2004). Ces facteurs de croissance modulent la prolifération et stimulent les 














Figure 14 : Facteurs impliqués dans l’angiogenèse. Suite à une lésion tissulaire, un gradient d’hypoxie se forme. Sous 
l’influence de médiateur à potentialité pro-inflammatoire (TNF-α, IL-8, héparine, NO, histamine prostaglandines, VEGF, 
PDGF, FGF-2…) une dilatation des capillaires existants s’opère. Les cellules endothéliales présentes vont être à l’origine 
de la formation de nouveau vaisseaux sanguins afin de permettre la restauration de l ‘intégrité du système vasculaire et 
l’expansion du tissu de granulation (Greaves et al., 2013). 
Figure 13 : Représentation 
schématique des 2 
modèles de 
réépithélialisation.                  
a) Modèle de migration en 
feuillet. b) Modèle de 
migration par roulement. 
Extrait de (Usui et al., 2005) 
 




Au cours de l’angiogenèse, la MEC et la membrane basale sont dégradées par des MMPs (produites 
en particulier par les macrophages) pour faciliter la migration des cellules endothéliales. Les cellules 
endothéliales produisent également des protéases (gélatinases, collagénases, etc.) facilitant d’autant 
plus leur migration par chimiotactisme et leur différenciation. Parallèlement, d’autres cellules 
prolifèrent et se différencient pour permettre la formation de nouveaux vaisseaux. Ces mêmes 
vaisseaux fusionnent et donnent naissance au nouveau réseau capillaire. 
La production de tous ces facteurs favorisant l‘angiogenèse est déclenchée par le 
microenvironnement local où le pH, la pression d'oxygène et notamment l’hypoxie (Goodwin and 
Heppenstall, 1977; Singer and Clark, 1999) ainsi que les cytokines sécrétées par les macrophages, 
les lymphocytes T et les autres cellules du site de la plaie, jouent un rôle déterminant (Diegelmann 
and Evans, 2004; Knighton et al., 1983; Mosser and Edwards, 2008; Werner and Grose, 2003).  
 
3. Phase de remodelage 
La phase de remodelage tissulaire est la dernière phase, la plus longue, du processus de guérison 
d’une plaie. Elle se poursuit pendant plusieurs semaines voire plusieurs mois (12 à 18 mois). Elle est 
cruciale pour l’obtention d’un tissu cicatriciel le plus proche possible des caractéristiques esthétiques, 
structurales et fonctionnelles du tissu initial.  
Durant les phases précédentes, les fibres de collagène synthétisées ont été orientées de manière 
aléatoire et de façon totalement désordonnée. Le tissu cicatriciel qui en résulte est de faible 
résistance. Le collagène de type III présent dans la matrice est remplacé progressivement par du 
collagène de type I (Page-McCaw et al., 2007; Ramasastry, 2005). Cette nouvelle réorganisation 
médiée notamment par des MMPs (collagénases) et des serines protéases permet de rendre plus 
compacte et plus stable le nouveau réseau de fibres ainsi constitué (Armstrong and Jude, 2002; 
Reinke and Sorg, 2012).  
Au cours des phases tardives de cicatrisation, l’élastine est faiblement exprimée. La restauration d'un 
réseau de fibres élastiques intactes et fonctionnelles est donc essentielle pour retrouver le 
fonctionnement complet de la peau après une blessure. 
Lorsque l’oxygénation du tissu cicatriciel a retrouvé son niveau d’origine, la néovascularisation qui 
s’était fortement développée n’est plus utile et va donc régresser. Les nombreux vaisseaux générés 
lors de la formation du tissu de granulation diminuent en nombre mais augmentent en maturité 
(Diegelmann and Evans, 2004; Hoffman et al., 2006), ce qui a pour conséquence une régression des 
capillaires nouvellement formés et une atténuation de la rougeur de la cicatrice. Les filets nerveux et 
les corpuscules sensitifs sont de nouveau générés mais restent encore désordonnés. Ceci explique 
que la sensibilité ressentie au niveau des cicatrices est inférieure à celle ressentie au niveau de la 
peau normale. Finalement, le nombre de cellules présent dans le tissu diminue par apoptose 
(Greenhalgh, 1998). Par l’action des collagénases, l’aspect hypertrophique de certaines plaies, lié à 
une production de collagène et à des divisions cellulaires excessives, est en partie gommé. Lorsque 
ce processus est entravé, une cicatrice anormale apparaît et progresse le plus souvent en 
s’hypertrophiant : cicatrice hypertrophique voir chéloïde chez les personnes prédisposées.  
De manière générale, l’ensemble de ces modifications aboutit à une récupération de l’ordre de 80% 
de la résistance initiale de la peau et à une restauration partielle des caractéristiques fonctionnelles et 
phénotypiques du tissu originel. 




CHAPITRE III  
MACROPHAGES ET CICATRISATION 
Les études de déplétion des macrophages menées par Leubovich et Ross (Leibovich and Ross, 
1975) ont montré que ces cellules du système immunitaire inné jouaient un rôle clé au cours du 
processus cicatriciel. Des travaux plus récents ont montré que l’absence de macrophages entrainait 
un retard de réépithélialisation et de néo vascularisation, la formation d’un tissu de granulation 
aberrant et finalement un retard de la fermeture de la plaie (Lucas et al., 2010; Mirza et al., 2009). 
Ainsi, ces travaux suggèrent que les macrophages interviennent dans toutes les étapes de la 
cicatrisation et que ces cellules sont indispensables au bon déroulement du processus cicatriciel.  
A travers leur fonction de phagocytose, les macrophages interviennent dans la réponse immunitaire 
innée ; ils contribuent au maintien de l'homéostasie et ils participent au contrôle de nombreuses 
pathologies. Au cours de l'infection, la reconnaissance, par les macrophages, de motifs moléculaires 
associés à des pathogènes (PAMPs) conduit à la production de cytokines et de chimiokines. Ces 
médiateurs favorisent le recrutement d'autres cellules et déclenchent la réponse inflammatoire. En 
dégradant les antigènes provenant d'agents pathogènes et en les présentant aux lymphocytes T, les 
macrophages favorisent et initient l'immunité adaptative (Neefjes et al., 2011).  
Les macrophages sont présents dans tous les tissus. Ils proviennent des monocytes circulants 
(Gordon and Taylor, 2005). Ces macrophages dits « résidents » jouent le rôle de sentinelle. Selon leur 
localisation tissulaire, les macrophages présentent différents phénotypes morphologiques et 
fonctionnels. C’est le cas par exemple des macrophages présents au niveau du foie (cellules de 
Kupffer), de l’os (ostéoclastes), du cerveau (microglie) et de la peau (histiocytes). Les macrophages 
résidents qui interviennent dans l’initiation d’une réponse inflammatoire ne participent que faiblement 
au processus de cicatrisation (MacDonald et al., 2010). Inversement, de par leur plasticité 
phénotypique et fonctionnelle, les macrophages recrutés au niveau d’une lésion tissulaire vont jouer 
un rôle déterminant dans le rétablissement de l’homéostasie. Ils contribuent à toutes les étapes du 
processus cicatriciel. 
 
1. Polarisation des macrophages 
De manière générale, les monocytes, les macrophages résidents et recrutés, sont sensibles à une 
multitude de signaux présents dans leur microenvironnement. Ces signaux vont contribuer à les 
différencier et à les activer. Ainsi, au cours des deux dernières décennies, plusieurs travaux ont 
permis d’importantes avancées concernant le concept de polarisation des macrophages. Aujourd’hui, 
différentes formes d'activation des macrophages sont bien identifiées. Initialement, les macrophages 
ont été classés en macrophages activés classiquement et en macrophages activés alternativement 
(Gordon, 2003; Gordon and Martinez, 2010; Stein et al., 1992). Cette dichotomie était basée sur 
l’influence des cytokines de type I (interféron γ (IFN-γ), TNF-a) et de type II (IL-4, IL-13) sur le 
développement de sous-ensembles de macrophages ayant des fonctions souvent opposées et 
complémentaires. Par la suite, les termes macrophages M1 et M2 ont été introduits en référence à 
l'activation des macrophages parallèlement à la polarisation des lymphocytes T auxiliaires Th1 et Th2 
(Figure 15).  
   






















1.1. Les macrophages de type 1 activés classiquement (M1) 
Les macrophages activés de façon classique sont retrouvés dans un environnement de cytokines de 
type I (IFN-γ, TNF-α) et sont absents dans un environnement de cytokines de type II (IL-4, IL-13) 
(Baetselier et al., 2001; Brombacher et al., 2009; Classen et al., 2009). Ces macrophages ont la 
particularité de présenter des fonctions anti-tumorales et antimicrobiennes. Ils reconnaissent les 
agents pathogènes opsonisés via leurs nombreux récepteurs aux opsonines présents sur leur surface. 
Les voies de signalisation cellulaire déclenchées par ces récepteurs aboutissent à l’activation de 
nombreux facteurs de transcription, comme STAT1 (signal transducer and activator of transcription 1) 
(Hardison et al., 2012), NF-κB et également la voie des MAP kinases (Mitogen-Activated Protein 
Kinases) et des « Interferon Regulatory Factors » (IRFs) (Held et al., 1999; Schroder et al., 2006). Ces 
voies de signalisation sont à l’origine de la synthèse de cytokines pro-inflammatoires dans le 
milieu comme le TNF-α, l’IL1-β, et l’IL-6. Ces macrophages sont aussi capables de produire des 
molécules cytotoxiques tels que les ROS.  
De par leurs caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles bien définies, on considère que ces 
macrophages M1 sont de type inflammatoire. Ils sont impliqués dans de nombreuses pathologies 
inflammatoires chroniques (Gordon, 2003) et de nombreuses maladies auto-immunes. Ils sont à 
l’origine des dommages tissulaires observés dans ces pathologies (Andersson et al., 2004). 
1.2. Les macrophages de type 2 activés alternativement (M2) 
A l’opposé des macrophages M1, les macrophages activés alternativement (macrophages de type 2) se 
différencient dans un environnement de cytokines de type II et sont inhibés par les cytokines de type I 
(Gordon, 2003; Kodelja et al., 1998; Stein et al., 1992; Stumpo et al., 1999). Récemment, le sous-type M2 
a été subdivisé en 3 sous- classes : les macrophages M2a, M2b, M2c sur la base de leurs marqueurs 
membranaires et en fonction de leurs caractéristiques fonctionnelles (profil de production de cytokines et 
de chimiokines) (Mantovani et al., 2004). D’autres classifications ont aussi été proposées (Mosser and 
Edwards, 2008) tenant compte plus spécifiquement des fonctionnalités cellulaires qu’exercent ces 
macrophages. Ces différentes approches ne sont pas opposées et permettent de nos jours d’identifier un 
grand nombre de nouveau sous-types : M2a, M2b, M2c et plus récemment les macrophages M2d, M4, 
Mox, Mhem (Colin et al., 2014; Gleissner, 2012; Naito et al., 2014).  
Figure 15 : La polarisation des macrophages  




De manière générale, les macrophages M2 expriment un nombre important de récepteurs PRR 
(Pattern Recognition Receptor) reconnaissant directement les PAMPS. Ils sont également 
caractérisés par leur capacité à produire des médiateurs anti-inflammatoires comme l’IL-10). 
Cependant, contrairement aux macrophages M1 exclusivement capable de produire des cytokines 
pro-inflammatoires, certains sous-types de macrophages M2 peuvent aussi sécréter des 
cytokines/chimiokines pro-inflammatoires, selon le microenvironnement dans lequel ils se trouvent. 
1.2.1 Les macrophages M2a  
La polarisation M2a est induite spécifiquement par l’IL-4 et l’IL-13. Ces cytokines Th2 induisent via 
STAT6 et PPARγ (peroxisome proliferator-activated receptor γ) un panel de récepteurs, tels que DC-
SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin), le récepteur 
Mannose (CD206) et le récepteur Dectine-1. Ces derniers récepteurs sont fortement impliqués dans la 
reconnaissance sans opsonisation et l’élimination de pathogènes qui expriment sur leur paroi des 
mannanes et des glucanes. Ces macrophages se distinguent des macrophages M1 par leur capacité 
à reconnaître directement les pathogènes non opsonisés via les PRRs et par leurs fonctions 
microbicides spécifiques associées. C’est le cas, comme nous l’avons montré au laboratoire, pour 
Candida albicans (Coste et al., 2003; Coste et al., 2008; Gales et al., 2010), Leishmania infantum 
(Lefevre et al., 2013) et pour les helminthes (Barner et al., 1998; Noel et al., 2004). En plus de ces 
actions microbicides, les macrophages M2a participent au développement de l’inflammation de type 
allergique et de l’asthme. En effet, les macrophages activés alternativement sécrètent les chimiokines 
CCL17, CCL22 et CCL24 agonistes des récepteurs CCR3 et CCR4. L’activation de ces récepteurs 
participe au recrutement des éosinophiles et des basophiles, cellules impliquées dans ces processus 
allergiques. Les macrophages M2a surexpriment également les gènes codant pour l’arginase-1, le 
CD163 (récepteur reconnaissant l’hémoglobine) et la fibronectine-1. 
1.2.2 Les macrophages M2b  
Les macrophages M2b ou « immunorégulateurs » ont la particularité, à la différence des autres 
macrophages M2, de produire en plus des cytokines à caractère anti-inflammatoires (par exemple l’IL-
10), un grand nombre de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-1β, le TNF-α et l’IL-6 (Mantovani et 
al., 2004). Le terme d’immunorégulateur prend tout son sens de par la forte sécrétion d’IL-10 et de 
certaines chimiokines (CCL1) qui aboutissent au recrutement de LT CD4+ et de LT régulateurs 
(TREG). Les complexes immuns, les agonistes du récepteur à l’IL-1 et les ligands des TLRs (Toll-Like 
receptor) sont les principaux agents du microenvironnement cellulaire responsables de l’activation de 
ces macrophages. Un environnement riche en sucre et en lipide, comme rencontré au cours d’un 
régime hyperlipidique (HFD) ou durant des pathologies métaboliques comme l’obésité et le diabète de 
type 2, conduit aussi à la genèse de ces macrophages M2b (Lefevre et al., 2010b). 
1.2.3 Les macrophages M2c 
Les macrophages M2c ou macrophages dit « réparateurs » proviennent d’une polarisation initiée par 
l’IL-10 et les glucocorticoïdes. Ainsi, ces cellules sont retrouvées principalement dans les phases de 
résolution de l’inflammation ou de réparation tissulaire, lorsque l’IL-10 et les glucocorticoïdes sont 
fortement produites. Aucune cytokine pro-inflammatoire n’est produite par ce sous-type de 
macrophages. En revanche, de grandes quantités d’IL-10 et de TGF-β sont synthétisées et libérées 
dans l’environnement cellulaire. Ces macrophages produisent des chimiokines particulières (CCL16 et 




CXCL13) et surexpriment l’arginase-1, enzyme responsable de la formation d’urée et de L-Ornithine, 
précurseur de polyamines et de L-proline (Morris, 2004). La production de TGF-β et de L-Ornothine, 
participe de ce fait activement à la synthèse de collagène et à la prolifération cellulaire notamment des 
fibroblastes. L’ensemble de ces caractéristiques fait que le macrophage M2c est un élément clef du 
processus de réparation et du remodelage tissulaire.  
Le macrophage M2c à la particularité de présenter à sa surface le récepteur scavenger CD36. Ce 
récepteur reconnaît les cellules apoptotiques et permet ainsi leur phagocytose. Ce processus, dit 
« d’efférocytose », est une étape clef de la résolution de l’inflammation. En empêchant les PNNs de 
rentrer en nécrose, ces macrophages préservent les tissus d’une inflammation intense et incontrôlée. 
La phagocytose par les macrophages M2c des cellules apoptotiques induit l’activation des voies de 
signalisation à l’origine de la synthèse de nombreux médiateurs anti-inflammatoires cytokiniques 
(TGF-β) et lipidiques (prostaglandine D2 (PGD2), lipoxines (LXA4)). Ainsi, son rôle dans l’arrêt de 
l’inflammation et sa participation dans les phases plus tardive de réparation et de remodelage 
tissulaire, font de ce macrophage M2c un acteur majeur du processus cicatriciel. 
1.2.4 Les macrophages M2d 
Les macrophages M2d ont été récemment définis comme étant les macrophages associés aux 
tumeurs ou TAMs (Tumor Associated Macrophages) avec des propriétés immunosuppressives et pro-
tumorales. De nombreux facteurs sont à l’origine de cette polarisation particulière : le LIF (Leukemia 
Inhibitory factor), l’IL-6 et le M-CSF (Macrophages Colony-Stimulating Factor) (Duluc et al., 2007). De 
plus, il a été montré que la PGE2 était aussi impliquée dans la polarisation M2d, puisqu’elle joue un 
rôle essentiel dans l’expression de l’IL-6 et d’une enzyme immunosuppressive, IDO-2 (Basu et al., 
2006; Wang et al., 2010). Les macrophages M2d présentent des propriétés pro-tumorales en 
produisant du VEGF et de la métalloprotéase MMP-9 qui favorisent l’angiogenèse, la croissance 
cellulaire et donc l’installation d’une tumeur. Ces macrophages sont aussi capables de sécréter de 
l’IL-10 et du TGF-β. Ils pourraient ainsi contribuer au processus de réparation tissulaire (Ferrante and 
Leibovich, 2012).  
1.2.5 Les autres phénotypes de macrophages 
Une multitude de macrophages avec différents phénotypes coexistent dans différents tissus normaux 
ou lésionnels. Ces macrophages adaptent leur phénotype à leur microenvironnement. C’est le cas des 
macrophages présents au niveau de la plaque d’athérome qui sont dans un environnement riche en 
lipides et lipoprotéines modifiés par oxydation et de cristaux de cholestérol. Ainsi, il a été reporté 
récemment qu’au contact des phospholipides oxydés les macrophages se différencient en un 
phénotype particulier appelé Mox. Cette polarisation particulière est médiée par le facteur de 
transcription Nrf2 (nuclear erythroid-2 related factor) (Kadl et al., 2010). Les macrophages Mox 
présentent une morphologie et des fonctions différentes des macrophages M1 et M2. En effet, ils 
présentent de faibles capacités chimiotactiques et phagocytaires. Les marqueurs spécifiques de ces 
macrophages sont des gènes impliqués dans l’équilibre redox dépendant de Nrf2, tels que l'hème 
oxygénase-1 (HMOX-1), la sulforedoxine-1 (SRX1), la thioredoxine réductase 1 (Txnrd1 et la 
glutathione réductase-1 (GSR1). Cependant, certains gènes pro-inflammatoires tels que l’IL-1β et 
COX - 2, sont induits par l'intermédiaire du TLR-2 dans les macrophages Mox. 
Différentes sous-populations de macrophages ont été identifiés dans des zones hémorragiques, 
notamment au niveau des plaques d’athérome chez l’homme. Ces macrophages stimulés par 




l’hémoglobine sont dénommés M(Hb) ou Mhem (Finn et al., 2012; Naito et al., 2014). Ces 
macrophages sont caractérisés par des niveaux élevés de CD206 et CD163, un récepteur piégeur du 
complexe hémoglobine/haptoglobine (Hb/Hp) impliqué dans la clairance de l'hémoglobine. La 
stimulation de monocytes humains par le complexe Hb/Hp augmente l'expression du CD206 et du 
CD163, et induit via le CD163 la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires comme l’IL-10. De plus, 
les macrophages M(Hb) présentent une amélioration de leur capacité d’efflux du cholestérol par 
l'intermédiaire d'une activité accrue du récepteur nucléaire LXR (liver X receptor) réduisant ainsi la 
formation de cellules spumeuses.  
Contrairement à la polarisation M1 induite par les cytokines Th1 et le GM-CSF et la polarisation M2 
induite par les cytokines Th2 et le M-CSF qui sont des processus réversibles, une nouveau phénotype 
de macrophages humains induit par la chimiokine CXCL4 dérivée des plaquettes a été rapporté 
comme étant irréversible (Gleissner, 2012; Gleissner et al., 2010). Ce macrophage différencié par 
CXCL4 appelé M4, présente des caractéristiques phénotypiques spécifiques, avec comme marqueur 
la métalloprotéinase 7 (MMP-7) et la protéine de fixation du calcium S100A8. En outre, ces 
macrophages n’expriment pas le CD163 et HMOX1, même après exposition au complexe Hb/Hp 
(Gleissner et al., 2010). Ainsi il semble aujourd’hui que les macrophages Mhem et M4 pourraient 
exercer des effets opposés au niveau de la plaque d’athérome. Les macrophages M4 seraient pro-
athérogènes, alors que les macrophages Mhem CD163+ seraient athéroprotecteurs.  
En conclusion, il est clair aujourd’hui que la remarquable plasticité des macrophages est un facteur 
essentiel au retour à l’homéostasie dans la plupart des pathologies notamment inflammatoires, 
infectieuses et tumorales. Une polarisation appropriée des macrophages en fonction de leur 
environnement est un élément clé des processus physiologiques au cours de l’inflammation, de la 
cicatrisation des plaies et de la régénération tissulaire. Ainsi, les macrophages ont la propriété 
d’engager un processus séquentiel de polarisation en fonction du contexte physiopathologique dans 
lequel ils se trouvent. Selon leur profil approprié ou non, ce processus de polarisation sera susceptible 
d’affecter de manière favorable ou défavorable la pathogénèse de maladies et la cicatrisation des 
tissus après une blessure.  
 
2. Les macrophages dans les différentes étapes de la cicatrisation. 
De par leur plasticité fonctionnelle et leur capacité de différenciation, les macrophages sont 
considérés comme les cellules qui orchestrent le processus de cicatrisation (Lucas et al., 2010). Les 
macrophages sont les acteurs principaux du déclenchement à la fois de l’inflammation au cours d’une 
lésion, de sa résolution et de la restauration de l'homéostasie tissulaire. A chacune de ces phases, les 
macrophages présentent des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles bien précises, qui leur 
permettent successivement, d’initier le processus inflammatoire (macrophages M1), de déclencher la 
résolution de l’inflammation et de participer à la réparation tissulaire (macrophages M2). Ainsi, la 
polarisation des macrophages et plus particulièrement la commutation phénotypique des 
macrophages M1 vers un phénotype M2 est essentielle dans la cicatrisation (Mahdavian Delavary et 
al., 2011).  
  




Les macrophages des plaies proviennent principalement des monocytes circulants du sang 
périphérique et des macrophages résidents situés à proximité de la lésion. Chez la souris, les 
monocytes circulants présentent deux phénotypes distincts, (i) les monocytes Ly6Chigh / CCR2 high 
(GR1+, CD62L+), rapidement mobilisés au cours de la phase initiale inflammatoire, via CCL2 ; (ii) et 
les monocytes Ly6Clow / CCR2low (CCR5+, CD11c+) qui présentent une forte expression du récepteur à 
CX3CR1 (Yang et al., 2014). Ces monocytes sont recrutés via cette chimiokine dans les phases plus 
tardives de l’inflammation et de la cicatrisation. En effet, l’absence de CCL2 ne perturbe pas la 
fermeture totale de la plaie contrairement à la suppression de CX3CL1 qui diminue le recrutement des 
macrophages et des myofibroblastes (Ishida et al., 2008). 
Chez l’homme, le sous type de monocytes CD16- (dits inflammatoires) présente une expression forte 
de CCR2 et une faible expression de CXCR1 (CD14+, CCR2+, CD62+, FCγRI+) comparable à la 
population de monocytes murins LY6Chigh/CCR2high. Ils sont rapidement recrutés au niveau d’une 
lésion par CCL2 (Aguilar-Ruiz et al., 2011; Geissmann et al., 2003). A l’inverse, les monocytes CD16+ 
présentent une forte expression de CX3CR1 (CD14+, CD16+, CCR2+, Tie2+, CMH II CD15+) et ils sont 
similaires aux monocytes murins Ly6Clow CX3CR1high. Leur cinétique d’infiltration au niveau d’une 
lésion tissulaire ainsi que leur différenciation en macrophages sont des phénomènes encore mal 
compris. 
2.1. La phase inflammatoire 
En plus de leur rôle dans l'hémostase et la formation d’une matrice provisoire, les plaquettes libèrent 
des facteurs de croissance (PDGF, TGF-β), des cytokines (IL-1β) et des chimiokines (CCL2, CCL3, 
CCL5, CXCL4) qui contribuent au recrutement des monocytes, PNNs et fibroblastes, ainsi qu’à la 
polarisation et à l’activation des macrophages résidents (Barrientos et al., 2008; Behm et al., 2012). 
La chimiokine CCL5 est l’agent chimioattractant le plus important pour les monocytes et les cellules 
Th1 (Mahdavian Delavary et al., 2011). Les chimiokines CCL2/MCP-1 (Monocyte chimoattractant 
protein1) et CCL3/MIP-1a sont aussi impliquées dans le recrutement de monocytes au niveau de la 
plaie.  
L’utilisation de modèles expérimentaux de lésions cutanées chez la souris a permis d’établir que la 
phase inflammatoire consécutive à une lésion est caractérisée par l’afflux, dès les premières minutes, 
de PNNs. Leur nombre atteint un maximum 1 jour après la lésion et diminue progressivement jusqu’au 
5ème jour (Figure 16). L’afflux des PNNs dès les premières minutes de la lésion a pour rôle d’éliminer 
d’une part les microbes et particules susceptibles d’envahir le lit de la plaie et d’autre part les débris 









Figure 16 : Dynamique de la réponse inflammatoire durant la cicatrisation d’une 
plaie cutanée. Adaptée de (Willenborg and Eming, 2014).  





Quelques heures après la lésion, les macrophages commencent à affluer dans le lit de la plaie 
(Adamson, 2009). Les macrophages atteignent un maximum entre le 3ème et le 7ème jours puis 
diminuent de façon significative entre le 10ème et le 14ème jours. Les macrophages qui s'accumulent au 
niveau de la plaie semblent provenir principalement des monocytes circulants. Cependant, l’éventuelle 
prolifération des macrophages résidents pourrait aussi participer à cette accumulation cellulaire 
(Novak and Koh, 2013b).  
L’environnement riche en IL-6, IFN-γ, IL-1β et TNF-α va contribuer à induire l’activation classique des 
monocytes recrutés et des macrophages résidents, qui vont acquérir le phénotype et les 
fonctionnalités propres aux macrophages M1. A leur tour, ces macrophages à forte potentialité 
inflammatoire vont produire un large panel de médiateurs : cytokines (IL-1β, IL-6, IL-12, TNF-α) 
(Barrientos et al., 2008; Diegelmann and Evans, 2004) et chimiokines qui vont permettre le 
recrutement de nouveaux leucocytes au site de la lésion (DiPietro, 1995) (Figure 17). Des médiateurs 
lipidiques seront également produits. C’est le cas du leucotriène B4 (LTB4) qui est un puissant 
chimioattractant pour les PNNs (Afonso et al., 2012) (Lammermann et al., 2013; Ley et al., 2007; 
Nathan, 2002) . 
Plusieurs études sur des modèles murins montrent clairement que la présence précoce de 
macrophages inflammatoires au niveau d’une plaie a un impact majeur sur le processus de 
cicatrisation. En effet, la déplétion des macrophages au cours de la première phase de réparation 
tissulaire entraîne une réduction significative de la formation de tissu cicatriciel (Duffield et al., 2005; 


















Figure 17 : Les macrophages au cours de la phase inflammatoire du processus cicatriciel. Les 
monocytes arrivés sur le site de la lésion se différencient en macrophage de type I et présentent un 
phénotype pro-inflammatoire. Ils vont assurer avec les neutrophiles la phase de détersion et assainir 
la plaie de tous agents pathogènes. Adaptée de (Mahdavian Delavary et al., 2011). 
 





2.2. La résolution de l’inflammation 
La résolution de l’inflammation est un processus actif, étroitement régulé, qui implique la 
reconnaissance par des macrophages de cellules inflammatoires apoptotiques, essentiellement des 
PNNs (efférocytose). Cette phagocytose via des récepteurs spécifiques (notamment les récepteurs 
scavenger) amplifie la polarisation des macrophages vers un phénotype M2. Ce phénotype contribue 
à la résolution de la phase inflammatoire de la cicatrisation (Ariel and Serhan, 2012; Erwig and 
Henson, 2007; Fadeel et al., 2010; Tabas, 2010). 
Ainsi, le type de reconnaissance et les récepteurs engagés dans la phagocytose vont déterminer les 
fonctions effectrices déclenchées par les macrophages, qui s’étendent (i) de la réponse pro-
inflammatoire déclenchée les cellules nécrotiques ou les facteurs produits par la pyroptose des 
cellules inflammatoires, (ii) à la résolution de l’inflammation après captation des cellules apoptotiques, 
(iii) à la réparation tissulaire et (iv) à la présentation de l’antigène. Aujourd’hui, bien qu’il soit 
clairement admis que les macrophages de type 2 contribuent à la résolution de l’inflammation, il n’a 
pas encore été établi que ces macrophages proviennent de monocytes nouvellement recrutés ou de 
macrophages résidents qui ont proliféré in situ (Jenkins et al., 2011; Liddiard et al., 2011).  
Outre l’apoptose des cellules inflammatoires, l’arrêt de l'afflux de PNNs et de monocytes 
inflammatoires est une condition préalable à la résolution de l'inflammation. Des mécanismes tels que 
le clivage par protéolyse de chimiokines et leur séquestration sont nécessaires pour atteindre un 
environnement permettant la résolution de l’inflammation. Par exemple, la métalloprotéase MMP-12 
spécifique des macrophages clive les chimiokines de la famille CXC dans le motif ELR qui est crucial 
pour la liaison au récepteur des cellules inflammatoires. Ces chimiokines sont alors incapables de 
recruter les PNNs et les monocytes inflammatoires (Dean et al., 2008). Le clivage, par d’autres MMPs 
(MMP-1, MMP-3), des CC-chimiokines qui attirent préférentiellement les monocytes inhibe aussi 
l’afflux des monocytes inflammatoires et réduit l’inflammation (Ortega-Gomez et al., 2013; Soehnlein 
and Lindbom, 2010). Bien que l’inhibition du recrutement des PNNs soit interrompue, l'une des étapes 
nécessaires pour reconstituer l'homéostasie tissulaire est la clairance des cellules inflammatoires.  
Au cours du processus inflammatoire, la durée de vie des PNNs va conditionner le début de la phase 
de résolution. Celle-ci peut être modifiée par l'environnement inflammatoire (Fox et al., 2010; Geering 
and Simon, 2011). Par exemple, les macrophages sécrètent des ligands des récepteurs de mort 
comme Fas et TNF-α qui selon leur concentration favorisent la survie des PNNs (faibles 
concentrations) ou leur mort (fortes concentrations). Dans ce processus de déclenchement de 
l’apoptose, la production des espèces réactives de l'oxygène via la phosphoinositide 3-kinase (PI3K) 
joue un rôle clé (Geering et al., 2011). D’autres facteurs favorisent l’apoptose ou la survie des PNNs. 
On pourra citer l’annexine A1 qui  favorise l'apoptose des PNNs et leur efférocytose par les 
macrophages (Perretti and Solito, 2004; Scannell et al., 2007) et les facteurs induits par le niveau 
d’hypoxie de la lésion inflammatoire (Ortega-Gomez et al., 2013).  
Les PNNs rentrent en apoptose après élimination des agents pathogènes (Savill, 2000). Ceci, 
contribuant au déclenchement de la résolution de l’inflammation. En effet, les PNNs apoptotiques 
séquestrent les cytokines inflammatoires et les alarmines en particulier HMGB1 (High Mobility Group 
Box 1) (Sims et al., 2010). De plus, les PNNs morts sécrètent des médiateurs qui inhibent le 
recrutement ultérieur de PNNs. C’est le cas de l’annexine A1 qui inhibe l’adhésion des leucocytes et 
leur migration via les récepteurs aux peptides N-formylés (FPR2/ALX) (Dalli et al., 2012).  
  




La reconnaissance des cellules apoptotiques par les phagocytes constitue un important signal de 
résolution de l'inflammation (Lawrence et al., 2002; Savill et al., 2002). Cette phagocytose implique     
i) des signaux produits par les cellules apoptotiques qui attirent les phagocytes « find me signals » 
(Ortega-Gomez et al., 2013), ii) les ligands associés aux cellules apoptotiques « eat me signals » qui 
les différencient des cellules vivantes, iii) et des récepteurs sur les phagocytes (Scannell and 
Maderna, 2006). La phosphatidylsérine (PS) exprimée sur la membrane externe des cellules 
apoptotiques est le signal le plus connu présent sur les cellules apoptotiques. La reconnaissance 
directe de la PS par les phagocytes implique plusieurs types de récepteurs, notamment TIM4, BAI1, 
stabiline-2 et le récepteur des produits avancés de glycation (RAGE) (de Freitas et al., 2012; Ferracini 
et al., 2013; Ortega-Gomez et al., 2013; Thorp et al., 2008). Les récepteurs scavenger exprimés sur 
les macrophages de type 2 ont également été identifiés comme participant à la reconnaissance et à 
l’efférocytose des cellules apoptotiques (Fadok et al., 1998b; Ren et al., 1995; Geske et al., 2002; 
Platt et al., 1996; Wermeling et al., 2007).  
L’efférocytose par les macrophages est une fonction fondamentale des macrophages impliquée dans 
la résolution de l’inflammation (Bystrom et al., 2008; Martin et al., 2014). Durant la phase de 
résolution, les macrophages produisent des cytokines anti-inflammatoires (IL-10, IL-1Ra, le récepteur 
« leurre » IL-1RII) qui font partie du répertoire des macrophages de type 2 (Biswas and Mantovani, 
2012)((Stables et al., 2011). Ils produisent aussi des médiateurs lipidiques impliqués dans la 
résolution de l’inflammation (Serhan and Savill, 2005; Titos et al., 2011; Uderhardt et al., 2012). La 
phagocytose des cellules apoptotiques inhibe la production de cytokines pro-inflammatoires (Fadok et 
al., 1998a). Ces mécanismes contribuent à une résolution rapide de l'inflammation (Savill et al., 2002; 
Serhan, 2011; Spite and Serhan, 2010; Stables et al., 2011) et initie la phase de reconstruction 
tissulaire via notamment le TGF-β (Xiong et al., 2013) 
Finalement, au cours des différentes phases de la cicatrisation des lésions tissulaires, les 
macrophages subissent des changements phénotypiques et fonctionnels qui sont la conséquence de 
leur forte plasticité. Le changement phénotypique d’une polarisation M1 vers une polarisation M2 est 
un élément clé de la réparation tissulaire (Ferrante and Leibovich, 2012; Mahdavian Delavary et al., 
2011; Mantovani et al., 2013; Novak and Koh, 2013a; Rigamonti et al., 2014; Willenborg and Eming, 
2014). Les macrophages polarisés M1 initient la réponse inflammatoire (Biswas and Mantovani, 2010; 
Gordon and Martinez, 2010), puis progressivement, les macrophages infiltrés au niveau de la plaie 
acquièrent un phénotype M2a puis M2c et contribuent ainsi à éliminer les cellules inflammatoires 










Figure 18 : Polarisation M2s des 
macrophages et efférocytose. 












































L’acquisition de la polarisation M2 des macrophages implique l’activation de facteurs de transcription 
via différents agonistes. Ainsi, la polarisation M2a par l’IL-4 ou l’IL-13 implique l’activation de STAT-6 
qui via l’induction de la 12/15-lipoxygénase et d’autres enzymes impliqués dans le métabolisme de 
l’acide arachidonique, contribue à produire des ligands lipidiques capables d’activer des facteurs de 
transcription comme PPARγ, récepteur nucléaire clef de la différenciation M2 des macrophages Ces 
médiateurs et ces facteurs de transcription vont contribuer à inhiber la production de cytokines 
inflammatoires et à induire la production de l’IL-10. Les macrophages polarisés M2a vont exprimer 
des récepteurs impliqués dans la reconnaissance des cellules apoptotiques. L’efférocytose des 
cellules inflammatoires apoptotiques initiée par les macrophages M2a va amplifier le processus de 
résolution de l’inflammation par la production de médiateurs lipidiques et de cytokines anti-
inflammatoires. Ce mécanisme favorise la polarisation M2c des macrophages via la production de l’IL-
10 et de TGF-b. Ces macrophages vont contribuer à l’activation des fibroblastes et à la formation 
d’une cicatrice protectrice. La déplétion de ces macrophages M2a et M2c a pour conséquence 
l’inhibition de la formation du tissu de granulation vascularisé et du tissu cicatriciel. 
2.3. La phase de prolifération et de granulation 
Au cours de la phase de prolifération de la cicatrisation (phase de granulation), les macrophages M2a 
(profibrotiques) et M2c réparateurs (et régulateurs selon Mosser and Edwards) (Mosser and Edwards, 
2008) stimulent les fibroblastes, les kératinocytes et les cellules endothéliales pour induire la formation 
de tissu fibreux, la régénération épidermique, la contraction de la plaie et la néo-vascularisation. Le 
passage des macrophages M1 aux macrophages M2 joue un rôle pivot dans la transition de la phase 
inflammatoire à la phase proliférative (Khallou-Laschet et al., 2010; Mahdavian Delavary et al., 2011). 
Les macrophages M2s infiltrant la plaie favorisent l'angiogenèse, le remodelage et la réparation 
tissulaire. Ils favorisent une réponse Th2 impliquée dans la fibrogénèse (Wynn, 2008). Les 
macrophages M2c expriment des niveaux élevés de facteurs de croissance (VEGFα et TGF-β) qui 
favorisent la prolifération des fibroblastes.  
L’angiogenèse est principalement régulée par les macrophages, les cellules endothéliales et les 
kératinocytes. Au cours de cette phase, la MEC et la membrane basale sont dégradées par des 
métalloprotéases produites en particulier par les macrophages pour faciliter la migration des cellules 
endothéliales. La migration des cellules endothéliales et leur différenciation sont stimulées par 
différents facteurs notamment le VEGF, le FGF et le TGF-β selon la nature du tissu lésé (Diegelmann 
and Evans, 2004). La déplétion des macrophages impacte directement sur la sécrétion de ces 
facteurs (Mirza et al., 2009). La production de ces facteurs est déclenchée par le microenvironnement 
local dont le pH, la pression d'oxygène et les cytokines sécrétées par les macrophages, les LTs et les 
autres cellules du site de la plaie (Diegelmann and Evans, 2004; Knighton et al., 1983; Werner and 
Grose, 2003).  
2.4. Le remodelage tissulaire 
Au cours de la phase de remodelage tissulaire, les macrophages de type 2 vont sécréter des 
métalloprotéases (plus particulièrement MMP-2, MMP-12 et MMP-19) qui vont hydrolyser les 
protéines de la matrice (principalement les collagènes de type I et III) en fragments. En parallèle, les 
macrophages contribuent à la formation de la MEC et par conséquent au remodelage du tissu 
directement en sécrétant de la fibronectine et du collagène de type VIII. Indirectement les 
macrophages induisent la prolifération et la différenciation des fibroblastes et régulent leur capacité à 
synthétiser des composants de la matrice (Gratchev et al., 2001; Weitkamp et al., 1999). Au cours de 




la phase de remodelage tissulaire, la plupart des cellules endothéliales et des myofibroblastes rentrent 
en apoptose ou sont éliminés de la plaie (Gurtner et al., 2008; Mahdavian Delavary et al., 2011). Par 
ailleurs, les macrophages qui sont à « satiété », perdent progressivement leur capacité d’efférocytose, 
quittent la plaie et migrent dans la circulation lymphatique. Ces macrophages dénommés récemment 
Mres (pour macrophages de résolution) ont un fort potentiel de production de médiateurs lipidiques 
anti-inflammatoires et anti-fibrotiques ; ils font le lien entre l’immunité innée et adaptative (Ariel and 
Serhan, 2012).  
 En résumé, les macrophages à travers leur polarisation bien coordonnée (Figure 19), régulent toutes 
les phases de la cicatrisation : de l'inflammation à la formation du tissu de granulation et au dépôt de 
la matrice extracellulaire, avec comme résultat final la réparation du tissu lésé. La création d’une 
lésion tissulaire conduit au développement d’un microenvironnement nécrotique, via la libération de 
signaux de dangers DAMPs (Damage-Associated Molecular Pattern Molecules) et de PAMPs qui 
favorisent l’apparition de macrophages M1. Ces macrophages produisent alors des cytokines et des 
médiateurs lipidiques pro-inflammatoires, des chimiokines, des protéases et des ROS qui participent 
avec les neutrophiles infiltrés dans la lésion à la phase inflammatoire du processus cicatriciel. 
Progressivement, les PNNs et les autres cellules inflammatoires vont entrer en apoptose et signer le 
début de la résolution de l’inflammation, phase déterminante du devenir de la cicatrisation. 
L’efférocytose des cellules apoptotiques, la production d’IL-10 par les lymphocytes et les 
macrophages M2a, conditionnent la polarisation des macrophages vers un phénotype anti-
inflammatoire et réparateur M2c. Ces macrophages sécrètent des cytokines (IL-10) et des médiateurs 
lipidiques (lipoxines) anti-inflammatoires, des facteurs de croissance (TGF-β) et vont contribuer à la 
formation de la matrice extra- cellulaire.  
Progressivement, ces macrophages perdent leur capacité d’efférocytose et vont se différencier en 
phénotype Mres. Ces macrophages expriment la 12/15-LOX et produisent des médiateurs lipidiques 
anti-inflammatoires et anti-fibrotiques. Ils délivrent des signaux régulateurs aux cellules présentatrices 










 Figure 19 : Les différents phénotypes de macrophages impliqués dans les différentes phases du 
processus cicatriciel. 




CHAPITRE IV  
DIABETE ET PROCESSUS CICATRICIEL 
1. Le diabète 
Le diabète est un problème majeur de santé publique touchant plus de 300 millions de personnes 
dans le monde. Ce nombre est en constante augmentation (Danaei et al., 2011). En 2011, la France 
comptait 3 millions de diabétiques (soit environ 6% de la population) dont 500 000 à 800 000 
ignorants l’être, dû au caractère silencieux de la maladie (International Diabetes Federation, 2012). Il 
existe une grande disparité de la prévalence de la maladie selon les différentes régions (Figure 20). 
Cela est imputé aux conditions environnementales et aux habitudes alimentaires.  
L’état diabétique se caractérise par une glycémie supérieure ou égale à 1,26 g/L à jeun (2g/L au cours 
de la journée), à l’opposé des 0,70 et 1,10 g/L à jeun pour les individus sains. Cette maladie 
silencieuse et non transmissible, est définie par l’Organisation Mondiale de la Santé comme « une 
maladie chronique qui apparaît lorsque le pancréas ne produit pas suffisamment d’insuline ou que 
l‘organisme n’utilise pas correctement l’insuline qu’il produit » (OMS, 2013). 
Tous les diabétiques, insulinodépendants ou non insulinodépendants, sont exposés à des 
complications qui sont bien souvent responsables de la morbidité et de la mortalité. En pratique, on 
distingue des atteintes du système nerveux, le développement de maladies cardio-vasculaires, des 
troubles rénaux et de multiples dysfonctionnements cellulaires et tissulaires. Parmi ces complications, 
les défauts de cicatrisation des plaies tiennent une place importante (Falanga, 2005). Chez les 
patients diabétiques, le développement préférentiel d’ulcération du pied (15% en présenteront au 
cours de leurs vie) (Boulton et al., 2005) associé à des infections accrues aboutit à une amputation 
pour 20 % des cas. Les troubles de la microcirculation locale associés à un défaut de l’inflammation et 
de sa résolution sont pour la majorité des cas à l’origine du développement et de l’extension de ces 
pathologies. Ainsi, la régénération des tissus dermiques et la cicatrisation des plaies chroniques des 










Plusieurs types de diabète sont décrits et caractérisés : 
Le diabète gestationnel ou diabète de grossesse : La grossesse est par nature diabétogène 
(Kapoor et al., 2007b). Il se développe en général à un stade avancé de la grossesse 
(préférentiellement durant le 2ème ou le 3ème trimestre), pour disparaitre naturellement dès la naissance 
de l’enfant. Deux populations sont identifiées : les femmes qui ont un diabète méconnu et que la 
Figure 20 : Prévalence du diabète en France en 2007 : taux 
standardisé. Extrait de (Kusnik-Joinville et al., 2008). 




grossesse va révéler et les femmes qui développent un diabète uniquement à l’occasion de la 
grossesse. Du côté du fœtus, le sucre passe librement la barrière placentaire mais pas l'insuline 
maternelle. Ce surplus de sucre est alors compensé par une production accrue d’insuline fœtale 
Le diabète de type 1 ou diabète insulino-dépendant (DID), diagnostiqué chez l’enfant ou le jeune 
adulte, est provoqué dans 90% des cas par une réaction auto-immune (10% idiopathique) (Thivolet, 
1992). Cette pathologie se déroule à bas bruit pendant plusieurs années avec destruction sélective 
des cellules β des îlots de Langerhans via une infiltration des LT auxiliaires CD4 et des LT 
cytotoxiques CD8 (Phillips et al., 2009). Il en découle une insulinopénie progressive, aggravée par 
l’hyperglycémie (seuil de 10 à 20% des cellules β restantes). Au cours du diabète de type 1, la 
production d’insuline est donc absente ou insuffisante. 
Le diabète de type 2 ou diabète non insulino-dépendant (DNID) résulte de la conjonction de plusieurs 
facteurs d’origine génétique et environnementale. Les gènes qui prennent part à cette pathologie sont 
difficiles à identifier du fait du poly- et du multigénisme (Fery and Paquot, 2005; Guillausseau and 
Laloi-Michelin, 2003). Les facteurs environnementaux seraient, quant à eux responsables de 90% des 
cas de diabètes de type 2, liés principalement à la sédentarité et à une alimentation riche en sucres et 
en graisses saturées.  
 
2. La physiopathologie de la plaie du diabétique 
Les pieds du patient diabétique s’avèrent extrêmement vulnérables aux traumatismes extérieurs et 
peu enclins à cicatriser. Ainsi, les plaies chroniques du pied et les amputations sont les deux 
principales complications rencontrées chez le diabétique avec une mortalité secondaire et des 
récidives élevées. Les plaies chroniques du pied diabétique résultent d’une combinaison de plusieurs 
composantes : neurologiques, vasculaires et immuno-inflammatoires avec le plus souvent des 
complications infectieuses (Bertin E, 1999; Ha Van G, 1997).  
 
2.1. La neuropathie diabétique périphérique 
La neuropathie diabétique (sensitive, végétative, motrice) regroupe l’atteinte des nerfs périphériques 
et du système nerveux autonome. Elle constitue la plus importante cause des plaies du pied 
diabétique. De multiples études épidémiologiques basées notamment sur les rapports de 
l’« International Working Group on the Diabetic Foot » (IWGDF, 2012), font état d’une neuropathie 
pour 89% des patients ayant une plaie chronique (55% de plaies neuropathiques et 34% de plaies 
neuro-ischémiques) contre 10% de plaies ischémiques pures.  
L’atteinte sensitive se traduit par des troubles de la sensibilité superficielle et profonde, une 
anesthésie à la douleur, des troubles de la perception thermique, et une perte du sens proprioceptif 
(Vinik et al., 2003). Ces atteintes conduisent à des déformations de type pied creux et à une 
augmentation de la pression aux points d’appuis. La neuropathie autonome (ou végétative) est 
responsable également (Chen et al., 2008) : 
• d’une hyperpulsatilité artérielle  
• de l’ouverture de shunts artérioveineux  
• de la diminution voir l’absence de sudation des pieds conduisant à l’assèchement de la 
peau et à des fissurations secondaires.  




Les microtraumatismes répétés dus à la marche ne sont pas ressentis ou sont mal perçus, et 
entrainent la formation d’une hyperkératose localisée (souvent sous la forme de durillon ou de 
callosité). Ces agressions répétées finissent par provoquer l’ouverture d’une plaie et l’apparition 
d’ulcères comme le mal perforant plantaire (MPP) (El Fekih et al., 2006).  
Le MPP est une ulcération à fond atone, le plus souvent indolore entouré d’un halo d’hyperkératose 
au niveau des points d’appuis. Son apparition, insidieuse faute de douleur est le plus souvent négligée 
et découverte avec retard favorisant la constitution progressive d’une ulcération en profondeur jusqu'à 
l’apparition de fissures et de crevasses, véritables portes d’entrée pour des microorganismes 
potentiellement infectieux (Figure 21). L’extension de cette lésion plantaire peut être rapide et grave 
via une surinfection des tissus en situation hypoxique. On assiste alors au développement de 
phénomènes inflammatoires locaux (rougeur, œdème, lymphangite) qui aboutissent dans certains cas 
à une gangrène massive. 
Actuellement il n’existe aucun traitement pharmacologique ayant des effets bénéfiques sur la 










2.2. L’artériopathie des membres inférieurs chez le sujet diabétique  
La pathologie artérielle périphérique provoquant une insuffisance artérielle est également à l’origine 
des retards de cicatrisation des membres inférieurs du diabétique (Schaper and Havekes, 2012). Les 
diabétiques développent trois types de lésions périphériques vasculaires : la micro-angiopathie, 
l’athérosclérose et l’artériosclérose (Birrer, 2001; Huysman and Mathieu, 2009).  
La micro-angiopathie, causée par l’hyperglycémie joue un rôle majeur dans la survenue des nécroses 
ischémiques. Cependant, on sait aujourd’hui qu’elle ne joue pas un rôle essentiel dans la survenue 
des pathogénies des plaies mais elle est un facteur aggravant. Par ailleurs les échanges gazeux ne 
semblent pas être plus difficiles chez le diabétique par rapport aux non diabétiques dans un contexte 
d’artérite de même sévérité.  
Le diabète favorise la formation de lésions artérielles par dépôt de plaques d’athérome 
(athérosclérose) pouvant aboutir à des phénomènes ischémiques. Il est responsable de lésions des 
capillaires dermiques diabétiques, par épaississement des membranes basales et hyalinose des 
vaisseaux. Ce phénomène altère les capacités de diffusion de l’oxygène vers les tissus. Le flux 
sanguin est diminué et la réponse hyperhémique à l’ischémie est réduite.  
  
Figure 21 : Le mal perforant plantaire (Bellaye et al., 2014). 
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Le durcissement et l’épaississement des parois des artères sans dépôt de graisses (artériosclérose) 
peuvent provoquer également une ischémie par un rétrécissement artériel et le blocage du flux 
sanguin. La peau supporte relativement bien une ischémie modérée mais une ulcération d’origine 
extérieure se pérennisera probablement en raison de l’impossibilité de fournir le supplément de 
perfusion nécessaire à la cicatrisation de la plaie  
Le traitement de l’ischémie fait partie intégrante des moyens mis en œuvre afin de favoriser la 
cicatrisation chez le diabétique. Une revascularisation rapide du tissu permet de sortir de ce cercle 
vicieux et d’éviter les amputations (Probst et al., 2001; Schirmer et al., 2013). Les traitements 
médicaux antiagrégants et vasoactifs sont utilisés dans la plupart des cas mais s’avèrent souvent 
insuffisants. Les approches chirurgicales sont pratiquement systématiques et passent par l’utilisation 
massive de pontages distaux réalisés préférentiellement en veine saphène et d’angioplasties. Dans 
de nombreux cas, les procédures endovasculaires comme la dilatation par ballonnet sont appliquées 
avec de bons résultats en termes de sauvetage de membre et de perméabilité (Apelqvist and 
Lepantalo, 2012). 
2.3. Les composantes infectieuses  
L’infection est la complication la plus fréquente rencontrée chez le diabétique (Perschel et al., 1995) et 
nécessite dans la majeur partie des cas une hospitalisation du patient (Lavery et al., 2006). Elle n’est 
rarement la cause directe de la plaie mais augmente le risque d’amputation (Edmonds, 2013). La 
présence de bactéries en faible concentration au niveau des plaies stimule l’activité des 
polynucléaires PNNs. Cependant, la colonisation de la plaie par un trop grand nombre de 
microorganisme entraine une compétition pour la consommation d’oxygène entre les cellules du tissu 
cicatriciel et les pathogènes. Cela provoque une forte hypoxie locale délétère pour la cicatrisation.  
La fréquence et la gravité des infections cutanées (d’origine le plus souvent bactériennes et 
fongiques) sont sévères chez le diabétique et sont souvent associées à de multiples surinfections. Les 
nombreuses atteintes neuropathiques et vasculaires rendent le pied du diabétique plus vulnérable à 
l’entrée d’éventuels pathogènes. Quant aux facteurs plus généraux comme l’hyperglycémie 
(environnement favorable au développement fongique et bactérien) et l’insuffisance vasculaire (qui 
empêche un apport correct d’oxygène, de nutriments et d’antibiotiques à la zone infectée), ils 
favorisent l’extension de ce processus infectieux. De plus, les colonisations par des pathogènes 
augmentent les phénomènes locaux inflammatoires (thromboses des capillaires, collections de débris 
et de pus) et entravent l’extension du tissu de granulation.  
Bien que des infections mono-microbiennes soient rencontrées, dans la plus part des cas, il s’agit 
d’infections pluri-microbiennes (Chellan et al., 2010; Viswanathan et al., 2002). L’éradication (ou le 
contrôle) de l’infection est indispensable au bon déroulement de la cicatrisation (Lipsky, 2004). Dans 
les cas les plus grave, une intervention chirurgicale est inévitable afin d’assurer un drainage adéquat 
et la suppression des tissus dévitalisés. Après détermination des souches colonisant la plaie, les 
infections sont prises en charge par antibiothérapie orale ou topique (Peters et al., 2012). 
L’association d’interventions chirurgicales et d’antibiothérapies réduit significativement le risque 
d’amputation majeur (Dalla Paola and Faglia, 2006; Faglia et al., 2006). Néanmoins, l’application 
topique d’agents antimicrobiens (gentamycine, néomycine ou bacitracine) pose de sérieux problèmes 
de résistances. Cet inconvénient peut être détourné par l’emploi de sels d’argent à fort pouvoir 
antimicrobien (Griffis et al., 2009). Dans les cas les plus extrêmes l’amputation (majeure ou mineure) 
peut s’avérer indispensable.  




2.4. Les thérapies existantes  
Dans le diabète, la cicatrisation des plaies passe par une approche multifactorielle prenant en 
compte : des stratégies globales qui visent à améliorer l’état général du patient et donc de rétablir des 
conditions physiologiques favorables. Depuis peu, les soins pour pieds diabétiques sont soumis à des 
prises en charges bien précises comme le protocole MIDAS pour :  
• M pour Métabolique : l’objectif est la restauration de l’homéostasie du métabolisme 
glucidique via l’adaptation d’un régime alimentaire équilibré, une pratique physique adéquate 
et la limitation des facteurs de risques (tabac par exemple). Le recours à l’insulinothérapie voir 
des antidiabétiques oraux peut être également envisagé.  
• I pour Infection avec la prodigation de soins anti-infectieux et l’utilisation d’antibiotiques. 
• D pour Décharge des points de pression sur le pied malade. 
• A pour Artériopathie. Cet aspect nécessite une prise en charge rigoureuse de l’angiopathie 
et des troubles artériolaires qui lui sont associés. L’utilisation d’antiagrégants et le recours à la 
chirurgie sont très souvent employés. 
• S pour Soins de détersion avec un nettoyage fréquent de la plaie. 
 
En plus de ces traitements des solutions plus centrées sur la lésion elle-même permettent d’envisager 
des stratégies plus ciblées et plus spécifiques répondant aux différents problèmes cicatriciels qui 
peuvent être rencontrés.  
De nos jours, les pansements font partie des outils les plus connus, les plus utilisés et les plus variés 
(Dumville et al., 2011a, 2012a; Dumville et al., 2011b, 2012b). Que les pansements soient primaires 
(en contact direct avec la plaie) ou secondaires (en association avec un pansement primaire), ils ont 
pour but premier de préserver l’environnement de la plaie d’une éventuelle contamination (par des 
bactéries, particules extérieures), de l’eau, ou éventuels chocs qui pourraient aggraver la lésion. Selon 
l’objectif et la physiologie de la plaie, un grand nombre de solutions techniques peuvent être employés 
(Figure 22). 
 Figure 22 : Technologies des pansements et physiologie de la plaie.  




Les pansements traditionnels « secs » et « pansements américains » qu’ils soient en gaze ou en 
compresse servent principalement à nettoyer, à protéger et à absorber l’exsudat produit afin d’éviter la 
macération du lit de la plaie. Ces pansements couvrant, sont constitués d’un support (tissé ou non, 
plastique, polyéthylène, polyuréthane), d’une compresse (plus ou moins absorbante) et d’une masse 
adhésive (acrylique, Hot Melt…). 
D’autres types de pansements plus évolués ont été développés, en vue de faciliter la cicatrisation des 
plaies et notamment des plaies chroniques.  
Les films de polyuréthanes, transparents, facilitent le contrôle des plaies. Ils sont semi-perméables 
(échanges gazeux préservés mais imperméables à l’eau et aux bactéries). Ils sont employés comme 
pansement primaire sur des plaies peu ou pas exsudatives non infectées.  
Les interfaces notamment les matrices souples issues de la Technologie Lipido-Colloïde ou TLC® 
(composé de polymère hydrophobe, intégrant des particules hydrophiles et de carboxy-
méthylcellulose ou CMC). Ces pansements développés par les laboratoires URGO, présentent une 
avancée majeure dans les traitements des plaies. Ces pansements via un processus de gélification 
forment un film lipidocolloïde qui crée un milieu humide et favorise ainsi la cicatrisation. Cette interface 
est non adhérente, atraumatique lors de son retrait, ce qui permet de respecter le tissu nouvellement 
formé.  
Les hydrocellulaires sont constitués de polymères sous forme de mousse de polyuréthane 
absorbante. L’absorption des exsudats est faite au sein de la structure et permet le maintien d’un 
environnement humide et les échanges gazeux. Il est imperméable aux bactéries. Parmi les 
pansements humides, certains ont été développés selon le principe d’irrigation-absorption. Ils 
garantissent un maintien de la plaie dans un milieu humide tout en nettoyant la plaie grâce aux 
particules de polyacrylate absorbantes qui par un phénomène de rétention piègent les résidus de 
l’exsudat.  
Les hydrogels comportent une forte composante liquide qui sera relarguée progressivement dans le 
lit de la plaie. Ceci permet l’hydratation des tissus nécrotiques secs. L’ajout de CMC et d’adjuvants 
potentialise l’absorption des exsudats et la viscosité du gel ainsi créé. Dans le cadre de plaies 
fortement exsudatives, les compresses ou mèches en alginates (polysaccharides naturel à haute 
capacité d’absorption) limitent la macération de la plaie et permettent de contrôler la contamination 
bactérienne. 
Les pansements au charbon (activé) absorbent, en plus des exsudats, les odeurs. Enfin les 
argentiques, aux propriétés antibactériennes (large spectre d'action de l'ion argent) évitent 
l’apparition de résistances.  
Des approches mécaniques comme la détersion, aide à la création d’un tissu de granulation sain et au 
développement d’un environnement favorable pour la guérison. Elle consiste à éliminer les tissus 
nécrotiques qui sont un frein majeur à la cicatrisation. Plusieurs techniques peuvent être mises en 
œuvre : débridement chirurgical, mécanique, chimique, autolytique et même la larvothérapie (Caputo 
et al., 2008; Paul et al., 2009).  
  




Des méthodes plus récentes, comme la thérapie par pression négative (TPN), sont de plus en plus 
employées (Figure 23). Le but de cette technique n’est pas la fermeture totale de plaie mais d’en 
accélérer ses premières étapes (Guffanti, 2014). La pression négative favorise la néo-angiogenèse et 
la formation d’un tissu de granulation de qualité (Greene et al., 2006; Morykwas et al., 2001; Saxena 









Ces techniques sont accompagnées d’approches pharmacologiques. Les progrès technologiques 
permettent de créer des substituts de peau : Ce sont des matrices le plus souvent acellulaires ou 
comprenant des fibroblastes avec des kératinocytes (Petrova and Edmonds, 2006; Shen and Falanga, 
2003). L’application de protéines extracellulaires comme l’acide hyaluronique estérifié ou bien des 
matrices de collagène porcine (BIOSTED ™ : Smith & Nephew Wound Management) améliore la 
cicatrisation des ulcères de pieds diabétique non infectés (Holmes et al., 2013).  
Des modulateurs biochimiques, visant à diminuer la teneur en métalloprotéases sont utilisés comme 
le Promogran®. Cette matrice aux propriétés anti-protéases diminue les activités élastases et 
métalloprotéases (MMP-2 et MMP-9), via la formation d’un complexe MMP-Promogran® (Cullen et al., 
2002; Veves et al., 2002). 
De nouvelles voies d’études sont également explorées comme l’emploi de thérapies à base de 
facteurs de croissance topiques autologues et recombinants. Les premiers sont dérivés du sang et 
appliqués en solution topique, alors que les seconds sont directement issus du génie biochimique 
(Koria, 2012). Le PDGF joue un rôle dans la réparation tissulaire et a fait l’objet de nombreuses 
études sur les plaies ulcérées du diabétique. Il en ressort une amélioration du processus cicatriciel 
(Bhansali et al., 2009; Landsman et al., 2010; LeGrand, 1998; Papanas and Maltezos, 2008; Steed, 
2006; Wieman, 1998). D’autres facteurs de croissance comme l’EGF ainsi que le βFGF recombinant 
(REGEN-D ®) sont à l’étude (essais clinique en phase III et IV) avec des premiers retours positifs 
(Fernandez-Montequin et al., 2009a; Fernandez-Montequin et al., 2007; Fernandez-Montequin et al., 
2009b). Néanmoins, ce type d’approche est en voie d’arrêt suite à la découverte de nombreux cas de 
cancer après traitement des plaies. Ainsi, l’exploitation du Regranex® (becaplermin) a base de PDGF-
BB a été arrêté par l’Afssaps en Juin 2011.  
Enfin, des études expérimentales de thérapie cellulaire montrent que l’apport de fibroblastes, de 
plaquettes ou même de kératinocytes autologues aide à promouvoir la cicatrisation des patients 
diabétiques (Moustafa et al., 2007).  
  
Figure 23 :  
La thérapie par pression négative (TPN) (Schweiger, 2014). 




3. La physiopathologie de la cicatrisation chez le diabétique. 
3.1. L’hyperglycémie  
L’état d’hyperglycémie chronique du diabète sucré, conduit de manière systématique au 
développement d’un stress oxydant (Giugliano et al., 1996; Mizuta, 2005), délétère pour la 
cicatrisation (Giacco and Brownlee, 2010). Ce phénomène est médié par une augmentation de la 
production des radicaux libres et une diminution des défenses antioxydantes (Betteridge, 2000; Laight 
et al., 2000a; Laight et al., 2000b; Leverve, 2003).  


















L’auto-oxydation du glucose à l’origine de la génération d’anion superoxyde, du peroxyde 
d’hydrogène et du radical hydroxyle (Hunt et al., 1988; Hunt et al., 1990). 
La voie des polyols : qui vient supplanter la voie traditionnelle de la glycolyse. Cette voie 
métabolique entraîne une déplétion intracellulaire de NADPH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide 
Phosphate-oxidase) (Dunlop, 2000), cofacteur et substrat indispensable au bon fonctionnement 
d’enzymes antioxydantes (glutathion réductase et l’ascorbate réductase) 
La glycation (Gillery et al., 1988; Sakurai and Tsuchiya, 1988). La liaison covalente entre la fonction 
aldéhydique du glucose, des acides nucléiques, des lipides et des fonctions amines libres des 
protéines se traduit par la formation de la base de Schiff et un réarrangement dits d’ « Amadori ». Ces 
produits sont ensuite dégradés en α-ceto-aldéhyde pour servir de substrat à la synthèse de produits 
de Maillard puis en produit de glycation avancés, connu sous le nom d’AGEs (Advanced Glycation 
End Product). Ils participent au développement du stress oxydant. 
Figure 24 : Implication du diabète dans la génération d’un stress oxydatif. Adaptée de 
(Vincent and Taylor, 2006) Une glycémie élevée entraine la genèse de ROS via différents 
processus plus ou moins directs : implication des voies d’auto-oxydation du glucose, des 
polyols et des produits terminaux de glycation. 
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La voie PKC (Protein kinase C). L’hyperglycémie induit la synthèse accrue de diacyglycerol (DAG), 
cofacteur des différentes isoformes de la PKC. La PKC est à l’origine de l’augmentation de facteurs 
vasoconstricteurs (endotheline 1), de la baisse de NO, de l’expression de gènes à caractères pro-
inflammatoires, ainsi que de la production de ROS (Brownlee, 2005; Ganz and Seftel, 2000).  
Les cellules β du pancréas, à l’origine de la production d’insuline, ont des mécanismes de défense 
limités face au stress oxydant (Bashan et al., 2009; Rigalleau V, 2007). Les ROS conduisent à 
l’apoptose de ces cellules (Evans et al., 2003) et participent ainsi à la diminution de leur nombre 
observé dans le diabète de type II. De plus, des études démontrent que les radicaux libres produits de 
manière excessive (ou insuffisamment dégradés) inactivent les voies de signalisation de la cascade 
de signalisation de l’insuline. (Goldstein et al., 2005; Nishikawa et al., 2007; Olivares-Corichi et al., 
2005). 
Le stress oxydant via la formation des AGEs, est une source majeure de complications lors de la 
cicatrisation chez les patients diabétiques (Bonnefont-Rousselot et al., 2000; Wrobel and Najafi, 
2010). Les AGEs à travers les récepteurs RAGEs, AGER1 et AGER3 (Coughlan et al., 2009; 
Sugimoto et al., 2008; Thallas-Bonke et al., 2008; Valko et al., 2007) participent au maintien d’un 
environnement inflammatoire (Goh and Cooper, 2008) via la production de cytokines, de 
métalloprotéases (Yan et al., 2003) et l’expression de molécules d’adhésions leucocytaires (Toure et 
al., 2008) (Figure 25). Les récepteurs aux AGEs sont présents sur les macrophages, les cellules 













La phase de prolifération cellulaire est fortement impactée par les AGEs. La glycation modifie les 
propriétés du réseau collagénique (et des fibres élastiques), les rendant plus rigides, moins solubles 
et donc plus résistantes à la protéolyse (Dunn et al., 1989; McCance et al., 1993; Monnier et al., 
1986). Ces glycosylations non-enzymatiques aboutissent à des modifications de l’équilibre 
« production-dégradation » de ces fibres de collagène et empêchent ainsi le remodelage du tissu 
cicatriciel nouvellement synthétisé. La présence des AGEs en quantité importante entraine la 
modification de protéines impliquées dans l’apparition des neuropathies (Meerwaldt et al., 2005; 
Sugimoto et al., 2008; Thornalley, 2002). En effet, lors de la neuropathie diabétique, le cytosquelette 
axonal (tubuline, neurofilaments et l’actine) perd ses fonctions conduisant ainsi à une atrophie et une 
dégénérescence des axones pour aboutir à une diminution des facultés de régénération.  
Figure 25 : Activation des 
récepteurs RAGEs et cascade de 
signalisation. Extrait de (Rondeau, 
2009). 




D’autres populations cellulaires comme les kératinocytes se retrouvent impactées par ce contexte 
d’hyperglycémie, qui se traduit par une nette diminution de leur prolifération et de leur différenciation 
(Spravchikov et al., 2001). Enfin les AGEs favorise l’apoptose des fibroblastes et diminue leur 
prolifération, un effet qui est au moins partiellement RAGE-dépendant et en corrélation avec 
l’activation de NFκB et les caspases (Alikhani et al., 2005). Enfin il a été montré in vitro que les AGEs 
sont capables d’induire une sénescence précoce dans les fibroblastes dermiques humains et des 
kératinocytes humains normaux (Berge et al., 2007; Sejersen and Rattan, 2009). 
3.2. Un environnement cicatriciel délétère  
Des avancées majeures ont été réalisées ces dernières années dans la compréhension des mécanismes 
impliqués dans la pathogenèse du diabète de type 2. Parmi ces mécanismes, l’obésité associée à une 
inflammation chronique à bas bruit et de manière plus générale à un dysfonctionnement du système 
immunitaire semble jouer un rôle central (Donath and Shoelson, 2011). Des études transversales et 
prospectives ont permis d’établir chez des patients atteints de diabète de type 2, des taux sanguins élevés 
de protéines de la phase aiguë, telles que la protéine C réactive (CRP), l'haptoglobine, le fibrinogène et 
l'amyloïde A sérique. Il est également retrouvé chez ces patients des concentrations de cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-1β) et de chimiokines (CCL2, CCL3, CXCL8) élevées (Donath and Shoelson, 
2011; Pickup et al., 1997; Pradhan et al., 2001; Spranger et al., 2003). Par conséquence, des niveaux 
sériques élevés d’IL-1β, d’IL-6 et de CRP sont souvent prédictifs d’un état diabétique de type 2.  
L'inflammation à bas bruit chez le diabétique est caractérisée par une infiltration importante au niveau du 
tissu adipeux de macrophages qui produisent des cytokines inflammatoires (Weisberg et al., 2003; Xu et 
al., 2003). Il a été montré sur des modèles murins que les macrophages recrutés au niveau du tissu 
adipeux de souris obèses présentent un phénotype d’activation classique pro-inflammatoire (Macrophages 
de type M1) ou mixte (M1/M2b). A l’inverse, les macrophages présents dans le tissu adipeux des souris 
non diabétiques présentent un phénotype activé alternativement de type M2a (Eguchi et al., 2013; Lumeng 
et al., 2007; Orr et al., 2014). Cette inflammation associée au diabète est multifactorielle. L’inflammation 
retrouvée au niveau des ilots du pancréas serait due à l’excès de glucose et d’acides gras responsables de 
la production d’IL-1β. Au niveau du tissu adipeux, l’excès de stockage des graisses entrainerait une anoxie 
à l’origine d’une inflammation. Un autre facteur important impliqué dans l’inflammation à bas bruit du 
diabétique serait un défaut de différenciation du macrophage vers un macrophage résolutif.  
La cicatrisation des plaies du diabétique se caractérise par un processus inflammatoire perturbé avec une 
accumulation de cytokines pro-inflammatoires (Dinh et al., 2012; Ochoa et al., 2007), de protéases 
(Lobmann et al., 2002; Yager et al., 1996) mais également une baisse de certains facteurs de croissances 
(Blakytny and Jude, 2006; Goren et al., 2003; Greenhalgh et al., 1990) qui interfèrent avec le processus de 
cicatrisation. Les facteurs de croissance et cytokines contrôlent la prolifération, la différenciation, la 
migration et le métabolisme cellulaire durant les différentes phases de la cicatrisation (Brem and Tomic-
Canic, 2007). Il a été montré que le tissu des plaies chroniques de diabétiques ainsi que l’exsudat 
contenaient moins de PDGF, de FGF-β, d’EGF (Falanga, 1993) et de TGF-β (Cooper et al., 1994). Les 
forts taux plasmatiques des métalloprotéases (MMP-2, MMP-8 MMP-9) et les faibles taux de 
TIMP1/TIMP2 (Lobmann et al., 2002; Lobmann et al., 2005; Menghini et al., 2013) combinés à de fortes 
sécrétions d’élastase et de Cathepsines (D et G), entrainent une dégradation anormale des protéines de la 
MEC;(Ahmad et al., 2012).   
Dans le contexte de diabète les kératinocytes prolifèrent mais présentent des caractéristiques 
phénotypiques et fonctionnelles anormales (Usui et al., 2008). Les cytokératines K2, K6 et K10 sont des 
facteurs exprimés par les kératinocytes durant la différenciation épidermique. Le diabète induit à la fois une 




diminution de ces facteurs (Stojadinovic et al., 2005; Usui et al., 2008) et une augmentation du TGF-β3, qui 
bloque la migration des cellules dermiques (Bandyopadhyay et al., 2006; Jude et al., 2002). La diapédèse 
est fortement diminuée, ce qui entraine une baisse d’activité de ces cellules sur la zone à cicatriser. 
D’autres facteurs qui stimulent l’activité des cellules épithéliales durant la phase de réépithélialisation (IL-8, 
IL-10, IL-15, TGF-β, IGF-1, PDGF, NGF sont également sous-exprimés dans les plaies du pied 
diabétiques (Barrientos et al., 2008; Guvakova, 2007).  
3.3. Un environnement hypoxique  
Les artériopathies et athéroscléroses, fréquentes dans le cadre du diabète, limitent les apports 
d’oxygènes et sont à l’origine d’hypoxies voire d’anoxie tissulaire. 
La plupart des processus engagés dans les phases de la cicatrisation requièrent la présence 
d’oxygène (Bishop, 2008; Rodriguez et al., 2008) pour la prolifération des kératinocytes et des 
fibroblastes, la différenciation de ces cellules et synthèse de collagène (Michiels et al., 2000; Tandara 
and Mustoe, 2004). Seule la prolifération des cellules endothéliales peut se faire en condition 
hypoxique (Tong et al., 2006). En condition normale, un état d’hypoxie induit l’expression du facteur 
de transcription HIF1α (Hypoxia inductible factor) qui combiné à HIFβ permet l’expression de 
nombreux facteurs angiogéniques comme le VEGF (Fong, 2008; Hickey and Simon, 2006). De 
nombreuses cytokines (TNF-α, TGF-β) mais également des facteurs de croissances comme le PDGF, 
l’endothelin-1 et d’autres médiateurs impliqués dans la prolifération cellulaires sont également 
synthétisés via ce facteur de transcription (Rodriguez et al., 2008).  
L’hyperglycémie entraine une anomalie de la transactivation de HIF1α et le maintien d’un 
environnement hypoxique délétère (Thangarajah et al., 2010; Thangarajah et al., 2009). La glycation 
induit une néo-vascularisation altérée et la formation de lésions athéromateuse induites par une 
hyperagrégabilité plaquettaire (Peppa and Raptis, 2008; Peppa and Vlassara, 2005). De plus, 
l’hyperglycémie et l’inflammation chronique rencontrées dans le diabète sont les causes principales 
des dysfonctions fonctionnelles des progéniteurs des cellules endothéliales (EPC) ainsi que de leur 
recrutement (Drela et al., 2012; Fadini et al., 2007). La glycation non-enzymatique des membranes 
basales vasculaires serait à l’origine du défaut d ‘ « homing » de ces cellules et retarderait de ce fait la 
régénération vasculaire du site lésionnel (Kim et al., 2012).  
Actuellement, l’oxygène hyperbare est une thérapie qui peut être utilisée en complément des autres 
traitements. De nombreuses études rapportent les effets bénéfiques de caisson hyperbare. Ainsi, on 
note une surexpression de VEGF, de PDGF et de son récepteur, une l’augmentation de 
l’angiogenèse, de l’oxyde nitrique, de la prolifération des fibroblastes, de la production de collagène et 
de la diminution des œdèmes et de l’inflammation (Chen et al., 2010; Tiaka et al., 2012). 
 
4. Macrophages et inflammation au cours de la cicatrisation de plaies chez le 
diabétique  
Le terrain inflammatoire chronique chez le diabétique est un élément majeur dans la pathogenèse des 
complications qui sont associées au diabète. Ainsi, Goren et al, ont montré que l'administration 
systémique chez des souris diabétiques ob/ob, à la fin de la phase inflammatoire de cicatrisation 
d’une plaie aiguë d'anticorps monoclonaux neutralisants dirigés contre le TNF-α, améliore la vitesse 
de cicatrisation de la plaie sans modifier le phénotype diabétique des souris (Goren et al., 2007). 




D’autres études ont montré que les macrophages isolés de plaies de patients diabétiques ou de 
modèles murins diabétiques présentaient un phénotype M1 pro-inflammatoire, caractérisé par une 
forte sécrétion d'IL-1β. Un anticorps neutralisant l’IL-1β a aussi permis d’établir que cette cytokine 
contribuait au maintien de l’état inflammatoire de la plaie. L’anticorps neutralisant induit un 
changement de phénotype des macrophages inflammatoires M1 vers un macrophage M2 associé à la 
cicatrisation de la plaie (Mirza et al., 2013).  
D’autres études ont confirmé sur des modèles murins, que l'environnement diabétique induit des 
changements intrinsèques stables des cellules hématopoïétiques notamment des macrophages (Bannon et 
al., 2013). Ces changements conduisent à des phénotypes de macrophages hyper-réactifs au niveau des 
plaies cutanées. Au cours de la phase inflammatoire du processus cicatriciel, les macrophages de souris 
diabétiques montrent une hyperpolarisation M1 et M2. Au stade tardif de la cicatrisation, alors que les 
macrophages non diabétiques expriment un phénotype réparateur M2, les macrophages des plaies 
diabétiques continuent à présenter un phénotype inflammatoire M1 (Bannon et al., 2013). Fait intéressant, 
ces auteurs montrent que ce phénomène de changement de polarisation de M1 vers M2 est pertinent chez 
l’homme dans le cas d’ulcères d’origine diabétique. Dans ce cas la polarisation M2 entraine une évolution 
favorable de la cicatrisation. 
Si les macrophages inflammatoires polarisés M1 ou M2b peuvent retarder la cicatrisation, il a été montré 
que la suppression des macrophages durant le processus de cicatrisation ne modifie pas la genèse de la 
phase inflammatoire caractérisée par l’afflux des neutrophiles. Par contre, la suppression des macrophages 
entraîne un retard de cicatrisation (Mirza et al., 2009). Ce retard est caractérisé par un défaut de 
réépithélialisation de la plaie, une inhibition de l'angiogenèse et une diminution de la prolifération cellulaire. 
Ces changements ont été associés à une augmentation du taux du TNF-α et à une diminution du niveau 
des facteurs de croissance TGF-β1 et VEGF au niveau de la plaie (Mirza et al., 2009). D’autres études 
réalisées par ces auteurs montrent que les macrophages isolés de plaies de souris diabétiques présentent 
un phénotype pro-inflammatoire qui persiste au-delà de la phase inflammatoire des souris non diabétiques 
et durant la phase tardive de réparation tissulaire. Ainsi, les macrophages des souris diabétiques présentent 
une expression réduite des marqueurs d'activation alternative CD206 et CD36 associée à un défaut de 
production des facteurs de croissance IGF-1, TGF-β1, VEGF (Mirza and Koh, 2011).  
Plusieurs études montrent que les macrophages M2 de sujets diabétiques expriment des marqueurs 
d'activation alternative CD206 et CD36 associés à des marqueurs M1. Cette polarisation mixte appelée 
M2b (Anderson et al., 2002; Mantovani et al., 2004; Martinez et al., 2008) se retrouve au niveau des 
macrophages résidents du péritoine (Lefevre et al., 2010a), du tissu adipeux (Fuentes et al., 2011; Orr et al., 
2014) et des plaies cutanées de souris diabétiques (Ferrante and Leibovich, 2012). L’ensemble de ces 
résultats, obtenus pour la plupart sur des modèles murins génétiquement diabétiques, suggèrent que dans 
un environnement diabétique, les monocytes/macrophages présentent une déficience de leur capacité à 
passer d’un phénotype inflammatoire M1 ou M2b vers un phénotype réparateur/régulateur M2a/M2c 
favorisant la résolution de l’inflammation et la cicatrisation des plaies. Cette altération du potentiel de 
polarisation des macrophages contribuerait à une mauvaise cicatrisation des plaies des sujets diabétiques. 
Les macrophages inflammatoires de type M1/M2b présents au début de l’inflammation persistent et 
retardent l’arrivée des macrophages M2s anti-inflammatoires et réparateurs. Ainsi le ratio entre ces 
différents phénotypes serait un bon indicateur d’une inflammation chronique chez les sujets diabétiques 
(Pradhan Nabzdyk et al., 2013). 
Il est admis aujourd’hui que les macrophages M2a/M2c jouent un rôle clé dans la résolution de 
l’inflammation, notamment à travers leurs propriétés à éliminer les cellules inflammatoires apoptotiques du 
site lésionnel et à sécréter des médiateurs lipidiques et des cytokines anti-inflammatoires. Des études 




menées chez des souris diabétiques montrent une augmentation du nombre de cellules inflammatoires 
apoptotiques sur le site lésionnel des animaux diabétiques par rapport aux animaux non diabétiques 
(Khanna et al., 2010). Les cellules apoptotiques résiduelles vont progressivement entrer en nécrose et 
entretenir un environnement inflammatoire au niveau du lit de la plaie, ceci contribuant au retard de la 
cicatrisation (Szondy et al., 2014). Inversement, une neutropénie diminue l’intensité de l’inflammation et 
favorise la cicatrisation (Dovi et al., 2003). 
L’origine de l’augmentation du nombre des cellules apoptotiques au niveau de la plaie chez le 
diabétique résulterait de l’infiltration importante des cellules inflammatoires, de la diminution de leur 
capacité de survie et surtout du défaut d’élimination (efférocytose) des cellules apoptotiques. En effet, 
il a été établi que la génération d’un stress oxydant, à l’origine de la production d’AGEs et de 
l’activation de la PKC, favoriserait l’apoptose des cellules inflammatoires (Brownlee, 2001). Par 
ailleurs, Khana et al, ont démontré que des macrophages isolés de plaies de souris diabétiques 
présentaient une altération de leur capacité d’efférocytose vis-à-vis de cellules apoptotiques. Ce 
défaut d’efférocytose est associé à une charge plus élevée de cellules apoptotiques au niveau de la 
plaie, à une augmentation des cytokines pro-inflammatoires et à une diminution de la production de 
cytokines anti-inflammatoires. Ces observations ont été validées dans le tissu de la plaie des patients 
diabétiques (Khanna et al., 2010). La phagocytose des cellules apoptotiques par les macrophages 
M2a/M2c est due à la présence sur ces cellules de récepteurs « scavenger » notamment CD36 et 
Mertk. Ainsi, le défaut d’expression de ces récepteurs sur les macrophages au cours du diabète de 
type 2 pourrait être la cause du défaut de résolution de l’inflammation et du retard de cicatrisation 
caractéristique des sujets diabétiques.  
Les macrophages polarisés M2a et M2c, sont capables de produire des médiateurs lipidiques 
(lipoxines, neuroprotectine et protectine D1, marésine, résolvines) impliqués dans la résolution de 
l’inflammation. Ces médiateurs provenant du métabolisme des acides gras polyinsaturés n-6 et n-3 via 
les 5- et 12/15-lipoxygénases et les cytochromes P450, contrôlent l'infiltration des leucocytes 
inflammatoires, augmentent la capacité d’efférocytose des macrophages et favorisent la migration des 
macrophages après efférocytose du site de l'inflammation vers le système lymphatique. Des études 
récentes viennent d’établir un défaut de production de neuroprotectine D1 (provenant de l’acide 
docosahexaénoïque-DHA) au niveau des plaies de souris diabétiques db/db (Hong et al., 2014b). Ces 
auteurs ont aussi montré que l’administration de neuroprotectine D1 au niveau de la plaie augmente le 
niveau d’IL-10, atténue l’inflammation et le stress oxydant et accélère la cicatrisation des plaies des 
souris diabétiques db/db. Ce médiateur lipidique favorise aussi la réépithélialisation et la formation du 
tissu de granulation. Ces auteurs ont aussi montré que le traitement par la marésine, produite aussi 
par les macrophages et par les plaquettes à partir d’acide docosahexaénoïque (DHA), supprime les 
capacités inflammatoires des macrophages diabétiques et améliore leurs fonctions réparatrices (Hong 
et al., 2014a). Enfin, ces médiateurs lipidiques impliqués dans la résolution de l’inflammation 
(lipoxines, résolvines, protectines) atténuent les pathologies reliées au diabète, notamment les 
pathologies rénales et l’inflammation du tissu adipeux (Borgeson and Godson, 2012; Titos and Claria, 
2013; Titos et al., 2011). 
L’ensemble de ces données montrent clairement que les macrophages à travers leur polarisation et 
leur capacité à participer à la résolution de l’inflammation sont des cellules cibles permettant de 
favoriser la cicatrisation de sujets diabétiques.  
 




CHAPITRE V  
LE METABOLISME DE L’ACIDE ARACHIDONIQUE ET SON 
IMPLICATION DANS LA CICATRISATION 
Chacune des étapes du processus cicatriciel est contrôlée par une multitude de médiateurs qui les 
orchestrent et les coordonnent (Stadelmann et al., 1998). Parmi ces médiateurs, les lipides bioactifs 
jouent un rôle essentiel (Kalish et al., 2013).  
Les lipides bioactifs proviennent des acides gras polyinsaturés (AGPI) libérés des phospholipides 
membranaires dès l’installation de la lésion. Cette hydrolyse implique l’activation de phospholipases 
A2 (PLA2) puis l’expression et l’activation de plusieurs enzymes qui successivement contrôlent la 
synthèse de médiateurs aux propriétés souvent opposées. Le classement des différents médiateurs 
provenant des AGPI provient de l’origine de leur production : (i) par oxydation enzymatique via des 
cyclooxygénases (COXs), des lipoxygénases (LOXs) et des cytochromes P450 ; (ii) par oxydation 
non-enzymatique (Figure 26). 
L’acide arachidonique (AA) (C20:4, n-6) est un constituant important des phosphoglycérides 
(phosphatidyléthanolamine, phosphatidylcholine, phosphatidylsérine) de la membrane cellulaire. Ils 
représentent un pourcentage élevé des AGPI en position sn-2 de ces phospholipides. Ces acides gras 
dont le taux peut varier en fonction de la richesse de la ration alimentaire en acide linoléique (C18:2 n-
6), en acide α-linolénique (C18:3, n-3), en acide eicosapentaénoïque ou EPA (C20:5, n-3) et en acide 
docosahexaénoïque (DHA, C22:6, n-3), sont des substrats pour la synthèse des eicosanoïdes 
bioactifs (structure à 20 atomes de carbone) incluant notamment les prostaglandines (PGs), les 



















Figure 26 : Voies de formation des métabolites de l’acide arachidonique  




1. Les phospholipases A2, enzymes clefs du métabolisme des acides gras 
polyinsaturés  
Les PLA2 à travers leurs activités enzymatiques jouent un rôle déterminant dans la signalisation 
cellulaire. La superfamille des PLA2 catalyse la libération des acides gras en position sn-2 du glycérol. 
Aujourd’hui, cette superfamille est subdivisée en 6 sous-types (Tableau 27): les sPLA2, cPLA2, iPLA2, 
PAF-AH, LPLA2, AdPLA (Dennis et al., 2011). 
Les PLA2 sécrétées ou sPLA2 sont subdivisées en 10 groupes. Ce sont des enzymes généralement 
de faible poids moléculaire qui sont calcium (Ca2+) dépendantes. Il a été identifié 18 formes de sPLA2 
chez les mammifères, les insectes, les mollusques, les reptiles, les plantes, les bactéries et les virus. 
Ces enzymes sont présentes dans différents venins (par exemple les sPLA2 des groupes IA, IIB, III et 
IX). D’autres sont sécrétées par différents tissus des mammifères (par exemple par le pancréas, IB, 
IID) et par les macrophages (groupe V). Les sPLA2 sont impliquées dans de nombreux processus, 
notamment dans la lyse cellulaire, la synthèse des eicosanoïdes, l’inflammation et les défenses 
immunitaires (Dennis, 2000; Dennis et al., 2011).  
Les PLA2 cytosoliques (cPLA2, du groupe IV) comprennent 6 sous-groupes. L’activation des cPLA2 
est également Ca2+ dépendante. Elle fait intervenir la phosphorylation d’un ou plusieurs sites (Ser-
505, Ser-727, Ser-515) et la fixation du Ca2+ sur un domaine « calcium-dependent lipid binding » 
(Campbell et al., 2007). La cPLA2 du sous-groupe IVA a été identifiée dans les plaquettes, les PNNs 
et les macrophages. L’activation de cette enzyme implique la PKC et les MAP Kinases, les médiateurs 
lipidiques céramide-1-phosphate, ainsi que le phosphatidylinositol 4,5-bi phosphate (PIP2) (Lin et al., 
1993; Mosior et al., 1998; Nakamura et al., 2006). Pour que l'enzyme soit active elle doit être 
séquestrée à l’interface des phospholipides membranaires. La liaison de la cPLA2 IVA à la membrane 
est contrôlée par trois mécanismes: la translocation à la membrane via le Ca2+, la liaison de 
messagers lipidiques secondaires et la phosphorylation. Chacun de ces mécanismes augmente 
l’efficacité catalytique de cette PLA2 (Dennis et al., 2011). Les fonctions biologiques de la cPLA2 IVA 
est spécifiquement dépendante de l'hydrolyse des phospholipides membranaires en position sn-2 des 
acides gras polyinsaturés (Ghosh et al., 2006; Uozumi and Shimizu, 2002). De ce fait, en réponse à 
des stimuli, l’AA pourra servir de substrat et être métabolisé par la voie des COXs, la voie des LOXs 
ou du cytochrome P-450.  
La phospholipase A2 du groupe VI (iPLA2) est caractérisée par son activité indépendante du Ca2+ 
(Winstead et al., 2000). D’autres PLA2 sont aussi actives en absence de calcium. Il s’agit des PLA2 
IVC, VII, VIII et des PLA2 lysosomiales. Le premier membre de cette famille, a été purifié et 
caractérisé dans les macrophages. A ce jour, le groupe VI de iPLA2 comprend 6 membres différents 
notés de A à F (Schaloske and Dennis, 2006). Ces iPLA2 sont principalement impliquées dans le 
remodelage des phospholipides membranaires ; elles participent à l’homéostasie cellulaire en 
maintenant un niveau constant de lyso-phospholipides, notamment de lyso-phosphatidylcholine 
(Balsinde et al., 1995). Elles jouent également un rôle dans la prolifération cellulaire, la progression du 
cycle cellulaire, l'apoptose, la formation osseuse, la sécrétion d'insuline et le recrutement des 
monocytes (Dennis et al., 2011). La iPLA2 VIA a aussi été associée au diabètes de type 1 et 2 en 
raison de sa participation dans l'apoptose des cellules β des ilots de Langerhans du pancréas et dans 
la production de superoxydes (Xie et al., 2010). 
  




Les PLA2 des groupes VII et VIII catalysent l’hydrolyse du groupement acétyle en position sn-2 du 
facteur d'activation plaquettaire (ou PAF-acéther) et ainsi inhibe ses effets pharmacologiques. Outre 
l’activation des plaquettes, le PAF-acéther est un puissant médiateur de nombreuses fonctions des 
leucocytes, tenant un rôle important en tant que médiateur de inflammation (Prescott et al., 2000). 
La PLA2 lysosomiale (LPLA2 du groupe XV) joue un rôle important dans la dégradation des 
phospholipides des lysosomes, en particulier de la phosphatidylcholine et de la 
phosphatidyléthanolamine.  
L’AdPLA2 du groupe XVI s’exprime chez l’Homme et la souris dans le tissu adipeux. Identifiée plus 
récemment, l’AdPLA2 présente une activité phospholipase A1 et A2 indépendante du Ca2+. L’AdPLA2 
est impliquée dans la production des eicosanoïdes dans le tissu adipeux. Des études à l’aide de 
souris dont le gène de cette PLA2 est invalidé montre une réduction de la masse adipeuse des tissus, 
une diminution de la teneur en triglycérides et du taux de PGE2. Ces changements s’accompagnent 
d’une lipolyse et d’une augmentation de l'oxydation des acides gras dans les adipocytes. Ainsi, cette 
AdPLA2 serait un régulateur majeur de la lipolyse des adipocytes et serait cruciale pour le 

















2. Les cyclooxygénases ou prostaglandine H2 synthétases  
Les COXs ou Prostaglandine H2 synthétases sont les enzymes qui catalysent les deux premières 
étapes de la biosynthèse des prostaglandines (PGs) à partir de l’AA (Smith et al., 2011). Deux 
isoformes des COXs (COX-1 et COX-2) codés par des gènes distincts ont été identifiés (Smith et al., 
2000).  
Tableau 27 : Superfamille des Phospholipase A2. Adapté de (Dennis et al., 2011). 




COX-1 est codée par un gène du chromosome IX. Du fait de l’absence de TATA box sur son 
promoteur cette enzyme s’exprime de manière constitutive. COX-1 se retrouve hautement exprimée 
dans la plupart des tissus et est nécessaire pour la production des prostanoïdes impliqués dans 
différentes fonctions. C’est le cas au niveau des plaquettes sanguines (Chiang et al., 1999), des 
cellules endothéliales vasculaires (Korchak et al., 1982) ainsi qu’au niveau de l'estomac (Smith et al., 
1994) et des reins (Seibert et al., 1994).  
COX-2 est exprimée de manière constitutive dans le cerveau et le rein et est inductible dans de 
nombreuses cellules en réponse à des stimuli souvent associés à l’inflammation. Par exemple COX-2 
est induite par des cytokines inflammatoires telles que l’IL-1β et le TNF-α, des endotoxines et des 
agents mitogènes. Inversement, les corticoïdes et l’IL-10 inhibent son expression.  
COX-1 et COX-2 ont une homologie de structure proche, près de 60%. Ces enzymes existent sous 
forme d'homodimère ayant une masse moléculaire d'environ 70 kDa par monomère (Kurumbail et al., 
2001; Smith et al., 2000). Les structures tertiaires et quaternaires de ces deux enzymes sont 
pratiquement identiques. La structure tridimensionnelle de COX-1 est composée de trois domaines 
distincts (Figure 28). Un domaine EGF-like formé de 2 doubles feuillets β. Un domaine catalytique 
constitué de deux sites : un site actif cyclooxygénase et un site peroxydase. Le domaine de liaison à 
la membrane est composé de quatre hélices α qui délimitent l’entrée d’un tunnel hydrophobe. Le site 
actif cyclooxygénase et le site actif peroxydase de COX-1 et COX-2 sont hautement conservés. Ces 
sites sont localisés dans le domaine catalytique qui représente environ 80% de la protéine. Le 
domaine catalytique est hautement homologue de celui des peroxydases de mammifères comme la 
myéloperoxydase (Picot et al., 1994). Le site actif cyclooxygénase est situé à l'extrémité d'une longue 
chaîne hydrophobe près du domaine de fixation à la membrane. Le site peroxydase se trouve à la 










COX-1 et COX-2 catalysent deux réactions chimiques séquentielles dans deux sites actifs 
spatialement distincts mais mécanistiquement couplés (Figure 29). Les COXs génèrent de la PGH2 à 
partir de l’ AA via 2 réactions chimiques séquentielles. La première, comprend l'addition de deux 
moles d'oxygène via l’activité cyclooxygénase (notée COX sur la Figure 29) afin de générer un 
intermédiaire instable : la PGG2 un endoperoxyde cyclique. Sous l’action de l’activité peroxydase 
(PEROX sur la Figure 29), la PGG2 est réduite en PGH2 (Serhan et al., 2003). Ces deux réactions 
chimiques sont produites par deux sites actifs distincts (Smith et al., 1996)  
Bien que, les deux enzymes aient des paramètres cinétiques comparables (Vmax et KM) pour 
l’oxygénation de l'AA, le volume du site actif de COX-2 est d'environ 20% supérieur à celui du site actif 
Figure 28 : Structure tridimensionnelle et 
domaines enzymatiques de COX-1.  




de COX-1. Cette différence de taille du site catalytique s’explique par la présence d’acides aminés de 









Cette différence peut expliquer la capacité de COX-2 à métaboliser d’autres acides gras que l’AA 
(C20:4 n-6) notamment l’EPA et le DHA. Les différences au niveau des sites catalytiques de COX-1 et 
COX-2 permettent d’expliquer l'action spécifique de certains anti-inflammatoires sélectifs de COX-2 et 
de l’aspirine (Kurumbail et al., 2001). En effet, l'acétylation par l’aspirine de la sérine en position 530 
du site catalytique cyclooxygénase de COX-1 abolit complètement l’activité de l’enzyme, alors que 
l'acétylation du même site sur COX-2 déplace le profil de production des métabolites de l’AA de PGH2 
exclusivement vers la synthèse d’un métabolite de l’AA monooxygéné, l’acide 15-(R)-
hydroxyeicosatétraénoique (15-HETE) (Lecomte et al., 1994; Mancini et al., 1997; Rowlinson et al., 
2000).  
Finalement, il semble aujourd’hui, que les gènes distincts de COX-1 et COX-2 puissent coder un 
certain nombre de protéines COX constitutives et inductibles avec des fonctions qui se chevauchent 
(Tableau 30). Ainsi, il a été montré que le gène COX-1 code pour un variant d’épissage dans le cortex 
canin nommé COX-3 qui serait “tissu spécifique” (Chandrasekharan et al., 2002; Warner and Mitchell, 
2004). Toutefois, l’existence et le rôle physiologique de cette isoforme dans l’inflammation et la fièvre 










Au niveau de la peau COX-1 est impliquée dans l'homéostasie, tandis que COX-2 est induite lors d’un 
stress oxydant sous l’effet de rayons ultraviolets ou lors d’une blessure (Chun and Langenbach, 2007; 
Elmets et al., 2014; Muller-Decker et al., 2002). L’expression de COX-2 est détectée dans les 
kératinocytes au cours de la cicatrisation (Leong et al., 1996; Rys-Sikora et al., 2000). Après blessure 
cutanée par excision chez le rat, COX-2 (protéine et ARNm) s’exprime principalement au niveau de la 
lésion dans la couche basale de l'épiderme et au niveau des cellules inflammatoires (Futagami et al., 
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Figure 29 : Métabolisme de l’AA par COX-1 et COX-2.  
Tableau 30 : Tableau comparatif de COX-1 et de COX-2.  




2002; Hamamoto et al., 2009). L'administration d'inhibiteurs de COX-2 a pour conséquence un retard 
de la réépithélialisation au cours de la phase initiale de cicatrisation et une inhibition de l'angiogenèse 
(Futagami et al., 2002). D’autres études sur un modèle de plaie par excision chez la souris montrent 
que les inhibiteurs spécifiques ou non spécifiques de COX-2 ont peu ou pas d’effet sur la vitesse de 
cicatrisation des plaies (Blomme et al., 2003; Muller-Decker et al., 2002). Kampfer et al ont suggéré 
un rôle critique de COX-1, plutôt que de COX-2, dans la réparation des plaies cutanées (Kampfer et 
al., 2003). Ils ont observé que l’expression de COX-1 diminue transitoirement après une blessure puis 
augmente dans le tissu nouvellement formé (Lee et al., 2003). En effet, des souris traitées avec un 
inhibiteur de COX-1 ou des souris dont le gène de COX-1 est invalidé montrent une diminution de 
PGE2 et PGD2 au niveau du site de la plaie et une altération du processus cicatriciel. Ces effets sont 
réversés par un traitement avec de la PGE2 exogène. En outre, bien que l'expression de COX-2 soit 
présente dans le tissu de granulation induit au cours de la lésion, cet isoforme ne semble pas être 
responsable des niveaux élevés de PGE2 et de PGD2 au niveau de la blessure. 
 
3. Voies métaboliques des cyclooxygénases  
3.1. Les prostanoïdes synthétases  
La prostaglandine H2 produite par COX-1 et/ou COX-2 à partir de l’AA est isomérisée en 
prostanoïdes : PGs des séries D, E et F, en prostacycline (PGI2) ou en thromboxane (TXA2) selon la 
prévalence des prostanoïdes synthétases correspondantes. Les prostanoïdes synthétases sont à 
l’origine de 3 séries de prostanoïdes en fonction de l’acide gras polyinsaturé de départ comportant 20 
atomes de carbone à 3, 4 ou 5 doubles liaisons cis (eicosanoïdes).  
Les prostanoïdes de la série 1 sont issus de l’acide dihomo-g-linolénique (DGLA ; C20:3 cis-Δ8,11,14), 
dérivé de l’acide g-linolénique (GLA ; C18:3 ω−6) qui résulte lui même de l’acide linoléique (18:2 ω−6).  
Les prostanoïdes de la série 2 sont issues de l’AA ou acide 5, 8, 11, 14 eicosatétraénoïque (AA ; 
C20:4 ω−6.) Cet acide gras est prépondérant au niveau des membranes cellulaires.  
Les prostanoïdes de la série 3 sont issus de l’EPA ; cis-Δ5,8,11,14,17 20:5 ω-3), dérivé de l’acide α-
linolénique (C18 :3 ω-3). 
Ainsi, le profil de production de prostanoïdes par un type cellulaire donné est dépendant d’une part, du 
niveau de mobilisation et du type d’AGPI mobilisé (DGLA, AA, EPA) et du niveau d’expression et 
d’activation des différentes synthétases (Figure 31). Ainsi, alors que le TXA2 produit via la TX 
synthétase est le métabolite principal de la voie de la COX dans les plaquettes, la PGE2 est 
synthétisée via les PGE synthétases dans de nombreux types cellulaires. La PGI2, est synthétisée par 
la PGI synthétase principalement dans les cellules endothéliales vasculaire. La PGD2 qui est un des 
métabolites majeurs de la voie des COXs est produite dans divers types cellulaires, notamment les 
macrophages, les cellules dendritiques et les mastocytes. 
 
3.2. Les prostaglandines de la série E  
La PGE2 est un des principal eicosanoïdes produit au niveau de la peau par les kératinocytes de 
l’épiderme et les fibroblastes du derme. Elle présente de puissantes propriétés pro-inflammatoires et 
vasodilatatrices, elle favorise la prolifération cellulaire et module la réponse immune. Les effets de 
PGE2 sont fonction du type de récepteur stimulé et de son couplage aux protéines G. Dans le cas des 
cellules cutanées 4 types de récepteurs sont retrouvés (EP1, EP2, EP3, EP4), plus ou moins 




















PGE2 peut être produit par trois types de PGE synthétases, l’une est cytosolique (cPGES) et les deux 
autres sont associées à la membrane microsomale (mPGES-1 et -2). La mPGES-1 est induite par les 
mêmes stimuli que COX-2. Ainsi, l’induction combinée de COX-2 et mPGES-1 explique la forte 
production de PGE2 dans la phase d’initiation de la réponse inflammatoire. La cPGES est exprimée de 
manière constitutive dans le cytosol et son activité est couplée à celle de COX-1 dans des conditions 
basales (Tanioka et al., 2000). La mPGES-2 est aussi exprimée de manière constitutive dans diverses 
cellules et tissus, et son activité est couplée à celles de COX-1 et COX-2 (Murakami et al., 2003).  
Les effets de PGE2 sont multiples et sont fonction du type de récepteur activé. Par exemple, PGE2 
favorise la transcription du gène de l’IL-10 des macrophages stimulés par les lipopolysaccharides ou 
le zymosan via les récepteurs EP2 et EP4 (Rodriguez et al., 2014). EP1 module quant à lui la 
prolifération des fibroblastes (Watanabe et al., 1996).  
Au cours d’une lésion cutanée, COX-2 est induite et a une activité importante au cours de la phase de 
réparation. La PGE2 est un des métabolites de l’AA produit au cours de cette phase. Cette PG 
module à la fois l’inflammation et la fibrose. Elle inhibe la migration des fibroblastes via la voie 
EP2/EP4 - AMP cyclique - protéine kinase A et elle diminue la contraction du collagène. Ce sont deux 
composantes essentielles à la fibrose dans la réparation des plaies cutanées (Sandulache et al., 
2006).  
D’autres études montrent également que la PGE2 est une PG essentielle à la réparation tissulaire 
(Kampfer et al., 2003) et que son niveau est corrélé à la vitesse de cicatrisation. En effet, une forte 
diminution de la production de PGE2, PGD2, et de prostacycline au niveau de la plaie de souris 
diabétiques ob/ob a été observée. Cette diminution est associée à une réduction du nombre de 
kératinocytes dans l’épithélium néoformé (Kampfer et al., 2005). Ces données suggèrent qu’une 
dérégulation de la production des PGs pourrait contribuer au défaut de cicatrisation de sujets 
Figure 31 : Biosynthèse des 
prostanoïdes. L’acide arachidonique est 
métabolisé par la cyclooxygénase-1 ou -2 
en PGH2 un endoperoxyde instable. PGH2 
est le précurseur commun pour les 5 
principales voies de synthèse des 
prostanoïdes. Le thromboxane (Tx)A2, 
prostaglandines (PG)D2, PGE2, PGI2 
(prostacycline), and PGF2a sont générés à 
partir de synthétases (TxA synthétase, 
TxAS, PGD synthétase (PGDS), PGES, 
PGIS, and PGFS). Les effets biologiques 
de ces lipides bioactifs sont sous le contrôle 
de récepteurs présents à la surface des 
cellules cibles. Ces récepteurs sont couplés 
à des protéines G (Hata and Breyer, 2004). 




diabétiques. Cependant, ces résultats ne sont pas discriminants quant aux effets propres des 
différentes PGs. La baisse du niveau de PGE2 de souris diabétiques pourrait être liée non seulement 
à un défaut de production mais aussi à une accélération de sa dégradation qui est sous le contrôle 
des transporteurs de PG (PGT). Il a été établi que PGT est induit par l’hyperglycémie au cours du 
diabète, ce qui a pour conséquence une diminution du taux de PGE2 au niveau des plaies des sujets 
diabétiques (Syeda et al., 2012). La diminution de PGE2 provoquerait une diminution de la réponse 
angiogénique au niveau du tissu cicatriciel (Zhang and Daaka, 2011). Ce défaut pouvant être restauré 
par l'inhibition pharmacologique de PGT (Syeda et al., 2012). Ces données indiquent que l’équilibre 
entre synthèse et dégradation des prostanoïdes est un mécanisme qui joue un rôle clé dans le 
contrôle de la vitesse de cicatrisation. 
3.3. Les prostaglandines de la série D  
La PGDS est la synthétase terminale impliquée dans la transformation de PGH2 en PGD2. 2 formes 
de PGDS ont été clonées et caractérisées (Kanaoka et al., 1997; Urade et al., 1985). La L-PGDS (de 
type lipocalin) est principalement produite dans le système nerveux central, dans les 
oligodendrocytes, où elle participe à l'induction du sommeil, à la régulation de la température 
corporelle et à la perception de la douleur tactile. L'expression de la L-PGDS dans les neurones en 
cours de dégénérescence dans l’encéphalopathie anoxique-ischémique suggère que la L-PGDS 
serait une protéine de stress précoce qui serait induite pour protéger les neurones de la mort 
(Taniguchi et al., 2007). Cette hypothèse est soutenue par le fait que les souris twitcher déficientes en 
L-PDGS présentent une forte mort neuronale. Elle est aussi surexprimée dans le cerveau des patients 
atteints de sclérose en plaques. La signification de cette induction fait débat. La PGD synthétase 
hématopoïétique (H-PGDS) est largement distribuée dans les tissus périphériques où elle est 
l’enzyme clé pour la production de PGD2.  
Comme la PGE2, la PGD2 serait impliquée dans l'initiation et la progression de l'inflammation. Ainsi, 
l'injection de PGD2 sous la peau provoque un érythème avec infiltration des leucocytes. PGD2 peut 
activer trois types de récepteurs couplés à des protéines G, DP1, DP2 et CRTH2. Le récepteur DP1 
est impliqué dans la vasodilatation. Il s’exprime dans certaines populations de leucocytes où il joue un 
rôle central dans l'apparition de l'inflammation aiguë mais aussi dans sa résolution. Il contrôle 
l'équilibre des cytokines pro- et anti-inflammatoires (Levy et al., 2001). L’axe DP1/PGD2 contribue à la 
maturation des mastocytes et serait impliqué dans la dermatite allergique et les maladies auto-
immunes (Hohjoh et al., 2014) 
Le récepteur CRTH2 dont la structure ne s’apparente pas au récepteur DP1 s’exprime sur les 
lymphocytes Th2 et fait partie de la famille des récepteurs aux chimiokines. Cependant, la 
classification systématique des récepteurs aux PGs recommande l'utilisation du terme DP2 pour 
décrire aussi ce récepteur (Woodward et al., 2011). L’activation de CRTH2/DP2 par PGD2 joue un rôle 
important dans l'inflammation allergique via le recrutement de lymphocytes Th2 (Hirai et al., 2001) et 
de manière importante en entraînant la production des cytokines Th2 (IL-4, IL-5, IL-13) (Xue et al., 
2005; Xue et al., 2014).  
  




Kapoor et al, ont montré sur un modèle de plaie cutanée par excision chez la souris, un changement 
du métabolisme de l'AA vers PGE2 et vers PGD2 au cours des phases inflammatoires et de la phase 
de réparation. L’augmentation de PGE2 durant la phase inflammatoire et sa diminution au cours de la 
phase de réparation seraient liées à des changements temporels de l'expression de la mPGES-1 
(Kapoor et al., 2007a). La mPGES-1 est augmentée pendant la phase inflammatoire aiguë et sa 
disparition coïncide avec l'augmentation de PGD2 via la H-PGDS. Dans cette étude, ces auteurs 
montrent de manière intéressante que PPARg est induit au cours de la phase de réparation de la plaie 
de manière concomitante à l’augmentation de la production de PGD2. Cette induction de PPARg 
pourrait être un élément déterminant dans le mécanisme d’action de PGD2 au cours de la phase de 
résolution de l’inflammation et des phases plus tardive de la cicatrisation. Les résultats obtenus par 
ces auteurs vont dans le sens de plusieurs autres études qui montrent l’effet anti-inflammatoire de 
PGD2 et son implication dans la résolution de l’inflammation via PPARg (Gilroy et al., 1999; 
Rajakariar et al., 2007).  
La H-PGDS contrôlerait la résolution de l'inflammation aiguë via la PGD2 mais aussi via un de ses 
métabolites la 15-déoxyD12-14PGJ2 (15d-PGJ2). La 15d-PGJ2 qui provient de la déshydratation de la 
PGD2 est activement incorporée dans les cellules et s'accumule dans le noyau où elle forme des 
adduits avec diverses protéines et des facteurs de transcription. Cette PG ayant un motif 
cyclopenténone a des effets anti-inflammatoires et cytoprotecteurs. La 15d-PGJ2 peut agir comme un 
accepteur de Michael qui interagit avec des nucléophiles cellulaires, tels que le groupe thiol de la 
cystéine dans les protéines. La plupart des effets biologiques induits par la 15d-PGJ2 impliquent son 
interaction avec des facteurs de transcription. Ainsi, la 15d-PGJ2 inhibe les effets de NF-kB et AP-1 
alors qu’il active le facteur de transcription Nrf2 et le récepteur nucléaire PPARg (Kim and Surh, 2006). 
L’activation de PPARg par la 15d-PGJ2 a des effets cytoprotecteurs, anti-inflammatoires et anti-
angiogéniques et cette activation favorise l’apoptose des cellules inflammatoires. L’activation de Nrf2 
par la 15d-PGJ2 déclenche l’induction d’enzymes aux fonctions antioxydantes (par exemple, héme-
oxygénase, peroxyredoxine, NAD(P)H déhydrogénase quinone-1). Ainsi, la 15d-PGJ2 exerce des 
effets anti-inflammatoires et favorise la résolution de l’inflammation par des voies de signalisation 
dépendantes ou indépendantes de PPARg. PPARγ et Nrf2 peuvent être activés par d’autres 
molécules électrophiles résultant du métabolisme d’autres PGs. C’est le cas des cyclopenténones 
provenant du métabolisme de PGE2. Ainsi, la cyclopenténone PGA2 qui provient de la déshydratation 
de la PGE2 ainsi que la 15-céto-PGE2 qui résulte de la biotransformation de la PGE2 par la 15-hydroxy 
déshydrogénase sont des ligands de PPARg dont les effets sont encore peu explorés (Chou et al., 
2007; Hayes et al., 2002; Lu et al., 2013). 
L’activation de PPARg par la 15d-PGJ2 (ou d’autres ligands endogènes comme les HETEs) contribue 
à polariser les macrophages en phénotype M2a (Coste et al., 2003; Coste et al., 2008). Ces 
macrophages qui expriment des récepteurs scavenger (Berry et al., 2007) notamment le récepteur 
CD36, sont capables de reconnaître et d’éliminer les cellules apoptotiques. Les Lipoxines et les 
résolvines produites par les macrophages M2 par l'action de la 12,15-LOX (ou de COX-2 acétylée) 
favorisent l’apoptose des cellules inflammatoires. L’expression du récepteur CD36 qui est un élément 
clé de l’efférocytose peut aussi être induite par la 15d-PGJ2 ou par d’autres molécules électrophiles (la 
curcumine ou le sulforaphane) via le facteur de transcription Nrf2 (Olagnier et al., 2011a; Olagnier et 
al., 2011b). Une autre famille de facteurs de transcription tels que les récepteurs hépatiques X (LXRs) 
induisent également l’expression du CD36 et de ce fait sont impliqués dans la résolution de 
l’inflammation via la polarisation des macrophages, la suppression de la production de cytokines 
inflammatoires et l'amélioration de l’efférocytose des cellules apoptotiques (Korns et al., 2011).  




Finalement, PGD2 comme PGE2 peuvent contribuer à la résolution de l’inflammation par l’induction de 
l’expression de la 15-lipoxygénase dans des PNNs humains. Ceci provoquant une reprogrammation 
de ces cellules et participe ainsi à la production de LXA4 anti-inflammatoire au dépend du LTB4 pro-
inflammatoire (Levy et al., 2001). Ce dernier point illustre l’interconnexion des voies métaboliques des 
COXs et des lipoxygénases dans la régulation de la réponse inflammatoire.  
3.4. La prostacycline  
La prostacycline (ou PGI2) est synthétisée par les cellules endothéliales vasculaires à partir de PGH2 
par la prostacycline synthétase (PGIS). Ce médiateur lipidique est un puissant vasodilatateur (Feigen 
et al., 1980; Nagaya, 2010) et un inhibiteur de l’agrégation plaquettaire (Vane and Corin, 2003). Au 
cours des dernières années, il a été montré que la PGI2 favorisait la différenciation et inhibait la 
prolifération des cellules musculaires lisses. La durée de vie de PGI2 est très courte ; sa demi-vie est 
inférieure à 2 min et son produit d’hydratation, la 6-céto-prostaglandine F1α (6-céto- PGF1α) est très 
rapidement formé dans les liquides biologiques. 
Le récepteur à PGI2, dénommé IP, est un récepteur essentiellement couplé à une protéine Gs dont la 
signalisation intracellulaire se fait via l'adénylate cyclase par l'AMP cyclique. Toutefois ce récepteur 
peut également être couplé à des protéines Gq et Gi (Majed and Khalil, 2012). La PGI2 pourrait aussi 
agir via le récepteur nucléaire PPARd (Katusic et al., 2012; Lim and Dey, 2000).  
En plus de ses rôles homéostatiques dans le système cardio-vasculaire, la PGI2 joue un rôle 
important en tant que médiateur de l’inflammation. Dans certaines situations la PGI2 est pro-
inflammatoire. Par exemple, elle participe à la physiopathologie de la polyarthrite rhumatoïde où elle 
favorise la progression de la maladie. Dans d’autres situations, elle est anti-inflammatoire, inhibe la 
progression de la maladie et joue un rôle protecteur. C’est le cas de l’hypertension pulmonaire dans 
les désordres fibro-prolifératifs pulmonaires et l'athérosclérose (Stitham et al., 2011).  
Quelques études suggèrent que la prostacycline serait un médiateur impliqué dans la cicatrisation des 
plaies en favorisant le remodelage tissulaire au cours du processus de réépithélialisation (Hatane et 
al., 1998). L’application topique d’un analogue stable de PGI2 (SM-10902) sur une plaie excisionnelle 
sur des souris diabétiques db/db montre une réduction significative du temps de cicatrisation par 
rapport au groupe de référence. Le SM-10902 favorise l’angiogenèse au cours de la phase précoce 
du processus cicatriciel, améliore la circulation sanguine au niveau de la néo vascularisation et 
favorise la formation du tissu de granulation et la réépithélialisation (Yamamoto et al., 1996). 
3.5. Les thromboxanes  
Le TXA2 est le métabolite biologiquement actif de l'acide arachidonique (AA) formé par l'action de la 
thromboxane A synthétase (TXAS) sur PGH2 (Wang and Kulmacz, 2002). Le TXA2 est très instable, il 
s’hydrolyse spontanément en TXB2 biologiquement inactif avec une demi-vie de 30 s. En raison de sa 
courte demi-vie, le TXA2 fonctionne principalement comme un médiateur autocrine ou paracrine à 
proximité de son site de production. Le TXA2 est responsable de plusieurs processus biologiques via 
son récepteur (TP) à la surface des cellules (Huang et al., 2004).  
Il est bien établi que le maintien d’un équilibre dynamique entre prostacycline et thromboxane est 
crucial dans l’homéostasie du système cardiovasculaire (Bunting et al., 1983). Le TXA2 joue un rôle 
très important dans la pathogenèse de maladies cardiovasculaires via principalement sa puissante 
fonction vasoconstrictrice et sa capacité à induire l'agrégation et l'activation des plaquettes. Des 




études récentes suggèrent aussi que le TXA2 pourrait jouer un rôle dans la progression du cancer et 
les métastases (Ekambaram et al., 2011).  
De par ses propriétés vasoconstrictrices et d’agrégation des plaquettes, le TXA2 joue un rôle 
déterminant dans la première étape de cicatrisation des plaies en activant la coagulation du sang. Le 
TXA2 pourrait aussi avoir un rôle dans les étapes ultérieures de cicatrisation en favorisant la 
contraction des fibroblastes (Nobe et al., 2003). Inversement, des niveaux élevés de TXA2 sont 
associés aux ulcères cutanés et sont à l’origine de la formation d’escarre (Kemppainen et al., 2004; 
Vaughn et al., 1989; Wang et al., 2004). 
 
4. Voies métaboliques des lipoxygénases  
Les LOXs constituent une famille hétérogène d’enzymes à fer non-hémique capablent d’entraîner la 
peroxydation lipidique. Elles assurent l’'oxygénation des acides gras polyinsaturés en hydroperoxydes 
correspondants. Chez les mammifères, les LOXs sont classées en 5, 8, 12, et 15-LOX. Les numéros 
de préfixe se réfèrent à la position d'insertion de l'oxygène avec comme acide gras polyinsaturé de 
référence l'AA. Des 6 différentes LOXs du génome humain la plus connue est la 5-LOX des 
leucocytes à l’origine des leucotriènes. Deux autres LOXs sont identifiées dans les plaquettes (12S-
LOX) et dans les réticulocytes, la 15-LOX de type 1 (15S-LOX-1) qui se retrouve aussi dans les 
éosinophiles. Trois autres LOXs sont spécifiques des cellules épithéliales. Deux de ces 3 
lipoxygénases, la 15-LOX de type 2 (15-LOX-2) et la 12R-LOX ont été découvertes dans la peau 
humaine. La troisième LOX épidermique a été initialement clonée à partir de la peau de souris, elle 
est appelée eLOX3. Contrairement aux autres membres de la famille, eLOX3 est incapable de former 
des hydroperoxydes d'acides gras et par conséquent n'a pas de préfixe 5-, 12- ou 15- pour désigner 
son nom. Toutefois, eLOX3 qui n’oxyde pas les acides gras polyinsaturés exerce une activité 
hydroperoxyde isomérase. La 12R-LOX et la eLOX3 agissent de manière séquentielle dans la voie 
métabolique LOX-hépoxiline dans l'épiderme, avec pour fonction importante la formation de la barrière 
épidermique (Munoz-Garcia et al., 2014). 
Le gène ALOX5 codant pour la 5-LOX est sur le chromosome 10, alors que les autres gènes des LOX 
humaines sont regroupés sur le chromosome 17. 
La 12-LOX des leucocytes mise en évidence chez la souris, le rat, le cochon est fonctionnellement 
équivalente dans ces espèces à la 15-LOX-1 de type réticulocytes. Aussi, ces enzymes sont 
désignées 12/15-LOX.  
4.1. Voies métaboliques de la 5-lipoxygénase  
La 5-LOX s’exprime dans les PNNs, les éosinophiles, les monocytes/macrophages, les cellules 
dendritiques, les mastocytes et les lymphocytes B.  
La 5-LOX a deux fonctions catalytiques vis-à-vis du métabolisme des acides gras polyinsaturés et en 
particulier vis-à-vis de l’AA. Elle a une activité dioxygénase et une activité LTA4 synthétase. Outre 
l’AA, d'autres AGPI en C20 sont de bons substrats pour l'activité dioxygénase de la 5-LOX, c’est le 
cas de l’EPA, de l’acide 5,8,11-eicosatriénoïque et de l’acide 5,8-eicosadiénoïque. C’est le cas aussi 
du 12- et du 15- hydroxyperoxyeicosatétraénoïque (12-/15-HPETE) (Radmark, 2002).  
L’activité dioxygénase de la 5-LOX insère de l'oxygène moléculaire sur le carbone 5 de l’AA (synthèse 
de 5(S)-HPETE) et l’activité LTA4 synthétase catalyse la formation d’un époxyde instable, le LTA4. Le 




rapport entre le LTA4 et l’acide 5 (S)-HPETE dépend de la présence dans la cellule de différents co-
facteurs et d’enzymes. Une concentration élevée de substrat conduit à une production élevée d’acide 
5 (S)-HPETE. La formation de LTA4 est favorisée par la translocation de la 5-LOX à la membrane 
nucléaire.  
Dans la cellule au repos, la 5-LOX est localisée dans le cytosol ou à l'intérieur du noyau. Lors de 
l'activation, la 5-LOX migre vers l'enveloppe nucléaire, où sont localisées la protéine activant la 5-
LOX, la 5-Lipoxygénase Activating Protein (FLAP) et la cPLA2. La translocation de la 5-LOX à la 
membrane implique la phosphorylation de résidus sérine, Ser271 et Ser663 et la fixation de la 5-LOX 
à la FLAP via le Ca2+ (Radmark et al., 2007). La cPLA2 localisée à la membrane libère l’AA à partir 
des phospholipides. La FLAP liée à la membrane facilite le transfert de l’AA à la 5-LO. Une autre 
protéine, la Coactosin-like protein (CLP) participe à l'assemblage de la protéine à la membrane 
nucléaire et favorise la synthèse de LTA4 (Rakonjac et al., 2006). La CLP se fixerait via le Ca2+ à la 5-
LOX dans le cytosol (Basavarajappa et al., 2014). Les stimuli qui déclenchent la biosynthèse des 
leucotriènes activent des MAP kinases (phosphorylation des Ser271 et Ser663) et augmentent le taux 
de calcium cytosolique (influx ou mobilisation des pools intracellulaires). Une augmentation du taux 
d'AMP cyclique active la protéine kinase A (PKA), qui réprime à son tour l'activité de la 5-LOX par 
phosphorylation de la Ser523 (Radmark et al., 2007).  
4.1.1 Métabolisme du 5(S)-HPETE  
Le 5(S)-HPETE produit par la 5-LOX peut-être réduit en acide 5- hydroxyeicosatetraénoïque ou 5-
HETE via la glutathione peroxydase puis oxydé en acide 5-Oxo-ETE par la 5-hydroxyeicosanoïde 
déhydrogénase (5-HEDH) (Grant et al., 2009). Le 5-oxo-ETE est un puissant agent chimio-attractif 
pour les éosinophiles, les PNNs et dans une moindre mesure pour les basophiles et les monocytes. Il 
agit via un récepteur spécifique OXE couplé à une protéine Gi/o (identifiés indépendamment par 3 
groupes et appelés TG1019, R527 et GPCR48). Bien que le rôle physiopathologique du 5-oxo-ETE 
n'est pas bien compris, il jouerait un rôle important dans l'asthme et les maladies allergiques, le cancer 
et les maladies cardiovasculaires (Powell and Rokach, 2013). Il est important de souligner que la 15-
LOX des éosinophiles peut catalyser la conversion de 5(S)-HPETE en LTA4 (MacMillan et al., 1994).  
L'hydrolyse enzymatique du LTA4 catalysée par la LTA4 hydrolase (LTA4h) conduit à la synthèse de 
LTB4 alors que la conjugaison du LTA4 avec le glutathion via la LTC4 synthétase (glutathion S 
transférase II) conduit à la synthèse du LTC4 (Figure 31). L’expression de ces deux enzymes 
conditionne la synthèse de ces médiateurs. Comme nous le verrons plus loin, le LTA4 peut être 
également métabolisé par la 15-LOX et par la 12-LOX pour produire des lipoxines anti-inflammatoires 
(Levy et al., 2012; Serhan, 2007). 
4.1.2 Métabolisme du LTA4 : la voie de la LTA4 hydrolase  
La LTA4 hydrolase est une enzyme monomèrique soluble dont la distribution est ubiquitaire. Elle est 
présente dans le cytosol et le noyau. Cette enzyme possède deux activités catalytiques: une activité 
époxyde hydrolase dépendante du zinc, qui est hautement spécifique pour le LTA4 et une activité 
aminopeptidase. Cette activité interviendrait dans le clivage de peptides impliqués dans le 
chimiotactisme des cellules inflammatoires, notamment les PNNs.  
Le LTB4 qui résulte de l'hydrolyse du LTA4 par la LTA4h est une molécule pro-inflammatoire ayant de 
puissantes propriétés chimiotactiques pour les PNNs et à une moindre mesure pour les éosinophiles, les 
monocytes et les macrophages. Le LTB4 favorise l’adhésion des granulocytes sur les cellules 




endothéliales ainsi que la survie cellulaire. Ce lipide stimule également la dégranulation des enzymes 
lysosomiales, la libération massive de radicaux libres oxygénés et la phagocytose d’agents pathogènes. 









BLT1R est un récepteur à protéine G de haute affinité pour le LTB4. Il joue un rôle clé dans le 
chimiotactisme des PNNs, une des fonctions principales du LTB4. A ce titre ce récepteur est impliqué 
dans de nombreuses pathologies à composante inflammatoire chronique. Le LTB4 via ce récepteur 
favorise la survie des PNNs et déclenche la libération massive de radicaux libres oxygénés. L’effet 
stimulant du LTB4 sur la diapédèse des PNNs s’accompagne d’une augmentation de la perméabilité 
vasculaire et facilite la formation d’œdème. Des données récentes suggèrent que BLT1R qui s’exprime 
sur les cellules effectrices et sur les lymphocytes T suppresseurs du système immunitaire pourrait être 
impliqué dans la progression et la régression des tumeurs (pour une revue voir (Back et al., 2014). 
BLT2R est un récepteur couplé à une protéine G de faible affinité pour LTB4 qui reconnaît également 
des acides gras hydroxylés notamment le 12-épi LTB4, le 12S-HETE, le 15S-HETE ainsi que le 12-
HHT (acide 12 (S)–hydroxyheptadécatriénoïque). Il s’exprime de manière ubiquitaire dans l’épithélium 
digestif, les poumons, l’endothélium vasculaire, le foie, la rate, les ovaires et les cellules musculaires 
lisses. Des données récentes suggèrent un rôle protecteur du BLT2R dans l'inflammation intestinale et 
des voies respiratoires (Mathis et al., 2010; Matsunaga et al., 2013). D’autres études suggèrent aussi 
que BLT2R serait impliqué dans la croissance tumorale et la formation de métastases. Alors que le 
rôle pro-inflammatoire de BTL1 est bien compris le rôle de BTL2 au cours de l’inflammation n’est pas 
clair. Récemment, Liu et al, ont montré sur un modèle de cicatrisation cutanée chez la souris que le 
12-HHT favoriserait la cicatrisation épidermique en accélérant la migration des kératinocytes via le 
récepteur BLT2 (Liu et al., 2014).  
La baisse du niveau d’expression de la LTA4h ou de son activité époxyde hydrolase a pour 
conséquence une diminution de la synthèse de LTB4 sans pour autant altérer les autres voies 
métaboliques du LTA4 (voie de production du LTC4 et de ses métabolites LTD4 et LTE4) ainsi que la 
voie de production des LXs. Ainsi, les inhibiteurs spécifiques de l’activité époxyde hydrolase de la 
LTA4h inhibent l’effet du LTB4 sans inhiber la production des LXs, à l’inverse des inhibiteurs de la 5-
LOX ou de la FLAP (Rao et al., 2007).  
Etant donné les deux fonctions catalytiques opposées de la LTA4h, l’inhibition non spécifique de ces 
deux activités enzymatiques peut avoir des répercussions opposées à prendre en compte : inhibition 
de la production de LTB4 qui peut favoriser d’une part la production de lipoxines et/ou l’augmentation 
de la production de LTC4 et d’autre part la suppression de la dégradation de peptides chimiotactiques 
pro-inflammatoires (Caliskan and Banoglu, 2013) (Figure 33).  
Tableau 32 : Caractéristiques des récepteurs aux LTB4. Adapté de (Tager and Luster, 2003) 
 




Au cours d’un processus inflammatoire, la demi vie du LTB4 est conditionnée d’une part via 
l’expression de la 5-LOX et de la LTA4h pour sa synthèse, et d’autre part via son catabolisme. En 
effet, l’inactivation du LTB4 est assurée par sa conversion en 20-OH-LTB4 sous l’action d’une LTB4-20-
hydroxylase localisée exclusivement dans les microsomes des polynucléaires PNNs, puis en 20-CHO-

















4.1.3 Métabolisme du LTA4 : la voie de la LTC4 synthétase (Glutathion-S-transférase)  
La LTC4 synthétase est une enzyme de 18 kDa de la famille des glutathion-S-transférases. Elle est 
responsable de la conjugaison du glutathion réduit (GSH) à l’époxyde LTA4 pour former le LTC4, tête 
de file des cystéinyl-leucotriènes (CysLT) (Penrose, 1999; Rinaldo-Matthis and Haeggstrom, 2010). 
Cette enzyme est localisée, au niveau de la membrane péri-nucléaire et sur le réticulum 
endoplasmique situé à sa proximité. Elle s’exprime dans les cellules hématopoïétiques (éosinophiles, 
basophiles, monocytes/ macrophages et plaquettes) ainsi que dans les cellules musculaires lisses et 
les cellules endothéliales.  
Sous l’action d’une γ-glutamyl-transpeptidase, le LTC4 est métabolisé en LTD4 puis le LTD4 est 
dégradé en LTE4 par une dipeptidase (Figure 33). Ces CysLTs exercent leurs effets biologiques par 
l’activation de deux récepteurs spécifiques appartenant à la superfamille des récepteurs couplés aux 
protéiques G, à savoir CysLT1R et CysLT2R (Tableau 34). Récemment, deux sous-types 
supplémentaires (GPR17/CysLT3R, GPR99) qui reconnaissent des CysLTs et des nucléotides ont été 
proposés (Back et al., 2014). 
Le récepteur CysLT1R s’exprime sur les cellules endothéliales, sur les cellules épithéliales des voies 
aériennes, sur les fibroblastes et sur plusieurs types de cellules inflammatoires comme notamment les 
mastocytes, les monocytes/macrophages. L’expression de ces récepteurs augmente au cours de la 
différenciation des cellules Th2. Ils interviennent dans la bronchoconstriction, le chimiotactisme et 
l’augmentation de la perméabilité vasculaire  
Figure 33 : Métabolisme de la 5-LOX et voies de signalisation.  
 














Le récepteur CysLT2R est fortement exprimé sur les cellules endothéliales et est impliqué dans 
plusieurs fonctions cardio-vasculaires. Il s ‘exprime fortement au niveau du cœur, dans plusieurs 
régions du cerveau, dans les poumons et de manière générale sur les cellules inflammatoires, 
notamment les éosinophiles, les basophiles et les macrophages. L’expression membranaire du 
CysLT2R est augmentée par l’IL-4, qui provoque une production d’IL-8, puissant facteur chimiotactique 
des polynucléaires PNNs. 
Le LTD4 est le liguant préférentiel de CysLT1R alors que le LTC4 et le LTE4 ont des affinités bien 
moindre avec ce récepteur. A l’opposé, CysLT2 présente une affinité semblable aussi bien pour le 
LTC4 que pour le LTD4 contrairement au LTE4. 
Les LTC4, LTD4 et LTE4 sont fortement sécrétés par les mastocytes, les basophiles et les éosinophiles 
lors d’une réaction inflammatoire/allergique. Ces 3 molécules associées ont été initialement identifiées 
comme le SRS-A (Slow Reacting Substance of Anaphylaxis) provoquant une bronchoconstriction et 
impliqué dans l’asthme. Ces médiateurs provoquent aussi la contraction des muscles lisses digestifs. 
Ils sont pro-inflammatoires, jouent un rôle anti-infectieux et participent aux réactions d’hypersensibilité 
(allergie). Le LTC4 et le LTD4 induisent une diminution de la pression artérielle dont la cause principale 
est une réduction du volume sanguin par exsudation plasmatique. Le LTE4 est le plus stable des 3 
CysLTs produits et de ce fait le plus abondant in vivo. En particulier le niveau de LTE4 augmente de 
manière importante dans les urines de patients atteints de maladies inflammatoires cutanées, 
notamment la dermatite atopique. Si le LTE4 n’est qu’un agoniste partiel et de faible affinité pour les 
récepteurs CysLT1 et CystLT2, il serait un ligand avec une affinité de l’ordre du nano molaire pour le 
récepteur GPR99 (Back et al., 2014).  
4.2. Voies métaboliques de la 12/15-lipoxygénase  
La 12-LOX est une enzyme à fer non héminique présente chez l’homme dans l’épiderme, les 
leucocytes et les plaquettes. La 12-LOX catalyse la dioxygénation de l’AA en 12-HPETE qui est 
transformée en acide gras 12-époxy hépoxiline (agent pro-inflammatoire). 
La 15-LOX-1 des réticulocytes présente une large spécificité de substrat pour les acides gras et leurs 
dérivés. L'enzyme oxyde efficacement tous les principaux acides gras polyinsaturés naturels tels que 
l’AA, l’acide linoléique (LA), l’acide a-linolénique (ALA), et l’acide eicosapentaénoïque (EPA). La 15-
LOX est impliquée dans la différenciation cellulaire et l'inflammation (Kuhn et al., 2002).  
L’activité de la 15-LOX est finement régulée tant au niveau transcriptionnel, traductionnel que post-
traductionnel. Chez l’homme la 15-LOX est faiblement exprimée dans la plupart des cellules en 
Tableau 34 : Caractéristiques des récepteurs aux CystLTs. Adapté de (Rovati and Capra, 2007) 




condition basale. Un élément important de la régulation transcriptionnelle de la 15-LOX (mais aussi de 
la 12/15-LOX murine) est leur induction par les cytokines. Dans les monocytes de sang périphérique, 
les macrophages, les cellules épithéliales trachéo-bronchiques, l’expression de la 15-LOX est induite 
par l'IL-4 ou l’IL-13 (Kuhn et al., 2002). Ce point est particulièrement important dans le concept 
d’activation alternative des macrophages (M2a) et leur rôle dans la résolution de l’inflammation. Les 
macrophages alvéolaires humains et les macrophages péritonéaux murins expriment constitutivement 
la 12/15-LOX. L’IL-4 et l’IL-13 induisent fortement l'expression de cette enzyme. La cascade de 
transduction du signal déclenchée par l'IL-4 et l’IL-13 implique la chaîne alpha du récepteur à l’IL-4 et 
le facteur de transcription STAT6. D'autres cytokines comme l’ IFNg, l’IL-6, l’ IL-10 et le GM-CSF ne 
présentent pas cet effet inducteur. 
L’oxygénation des acides gras polyinsaturés par la 12/15-LOX entraîne la production 
d’hydroperoxydes de ces acides gras, qui à leur tour sont réduits par la glutathion peroxydase en 
acide 13-hydroxyoctadécadiénoïque (13-HODE) lorsque l’acide gras est l’acide linoléique. Les 12-, et 
15-LOXs convertissent l’AA en acides 12-, et 15-hydroperoxyeicosatétra-énoïques (HPETEs), qui sont 
réduits respectivement en 12/15-HETE) (Joo and Oh, 2012). Le métabolite prédominant chez la souris 
est le 12-HETE, et le 15-HETE chez l’homme (15-LOX-1 est l’équivalent de la 12/15-LOX murine).  
L'exposition des cellules à des médiateurs lipidiques produits par la 12/15-LOX module l'activité de 
différentes voies de signalisation impliquant la protéine kinase C, les MAP kinases et NF-kB 
(Uderhardt and Kronke, 2012). De plus, le 15-HETE et le 13-HODE participent à l’activation des 
récepteurs nucléaires PPARg (Huang et al., 1999). PPARg est un facteur de transcription central 
contrôlant le métabolisme des lipides et du glucose. PPARg a été identifié comme un régulateur 
négatif de la réponse inflammatoire et il contribue avec STAT6 à la polarisation M2a des 
macrophages.  
Les propriétés biologiques de la 12/15-LOX sont multiples et pour certaines d’entre-elles encore mal 
comprises. Il a été montré que la 12/15-LOX pouvait être impliquée dans la pathogénie de diverses 
maladies à composante inflammatoire, telles que l'athérosclérose, l'allergie, l'ostéoporose, la maladie 
d'Alzheimer, le diabète et les maladies myéloprolifératives (Uderhardt and Kronke, 2012). Les 
résultats obtenus dans ces domaines sont souvent contradictoires. Ces contradictions, souvent liées à 
des différences de modèles expérimentaux, montrent que le rôle de la 12/15-LOX lors de 
l'inflammation est étroitement tributaire du spectre de substrats disponibles pour l’enzyme. Ainsi, un 
changement dans le spectre d’acides gras saturés ou insaturés (n-6 et n-3), de cholestérol, par 
exemple apporté par un régime alimentaire non équilibré, peut déclencher un changement du profil de 
lipides oxydés produits par la 12/15-LOX. Ces changements auraient pour conséquence une 
production prédominante de médiateurs pro- ou anti-inflammatoires selon la nature du lipide 
métabolisé par cette enzyme. Ainsi, la 12/15-LOX joue un rôle déterminant (i) dans la régulation de la 
réponse inflammatoire et sa résolution, (ii) dans la régulation de la réponse immune adaptative, et (iii) 
dans le maintien de la tolérance immune. 
  




4.2.1 La résolution de l’inflammation par les lipoxines  
Le fait le plus marquant concernant les propriétés biologiques de la 12/15-LOX est son implication 
dans la production de médiateurs lipidiques anti-inflammatoires, tels que les lipoxines et les ligands 
(12/15-HETE et 13-HODE) pour les récepteurs nucléaires comme PPARγ.  
La synthèse des lipoxines implique une action concertée entre plusieurs lipoxygénases (Figure 35). 
Le LTA4 produit par la 5-LOX des leucocytes ou par la 15-LOX-1 des éosinophiles (MacMillan et al., 
1994) peut-être métabolisé par la 12/15-LOX des leucocytes ou par la 12-LOX des plaquettes en 5(6) 
-époxytétraène. Le 5(6) -époxytétraène produit au cours de ce métabolisme transcellulaire de l’AA 
peut ensuite être métabolisé en lipoxine A4 (LXA4) ou en lipoxine B4 (LXB4) (Serhan, 1994, 2002) en 
fonction des lipoxines hydrolases (LXA4H ou LXB4H) présentes dans les cellules. Ainsi, la synthèse 
des lipoxines implique un métabolisme trans-cellulaire de l’acide arachidonique mettant en jeu 
plusieurs types cellulaires (cellules endothéliales ou épithéliales, plaquettes et leucocytes) qui vont 
















L’orientation du métabolisme de l’acide arachidonique vers les lipoxines se fait au dépend des 
leucotriènes. Il implique d’une part l’induction de la 12/15-LOX, par exemple par les cytokines IL-4 et 
IL-13 et la répression (ou l’inactivation) de la LTA4 hydrolase et de la LTC4 synthétase pour la voie de 
synthèse des leucotriènes cystéinées. Des analyses de transcriptomique des sous-populations de 
macrophages au cours de l’évolution d’une péritonite au zymosan ont permis de démontrer que les 
macrophages M2 de la phase de résolution de l’inflammation présentent une fort niveau d’expression 
de la 12/15-LOX à la différence des macrophages M1 de la phase inflammatoire (Stables et al., 2011). 
Finalement, les données actuelles de la littérature indiquent de manière claire un rôle central de la 
12/15-LOX et des médiateurs lipidiques produits par cette enzyme dans l’arrêt d’une réponse 
inflammatoire. 
 
Figure 35 : Métabolisme de la voie des lipoxygénases.  




Les lipoxines exercent des effets anti-inflammatoires multiples sur différentes cellules du système 
immunitaire inné et adaptatif. Ces médiateurs lipidiques sont considérés comme les acteurs clés de la 
résolution d’une réaction inflammatoire. Alors que les lipoxines inhibent l’afflux des cellules 
inflammatoires en particulier des PNNs, ils induisent la transmigration des macrophages M2a, 
favorisant ainsi la phagocytose non-phlogistique des cellules apoptotiques (Godson et al., 2000; 
Maddox and Serhan, 1996; Serhan et al., 2008). Le rôle de la 12/15-LOX dans l’arrêt de la réponse 
inflammatoire n’est pas seulement dévolu aux lipoxines, il est aussi dû aux phospholipides oxydés 
produits par la 12/15-LOX. Ceux-ci contribuent à bloquer sélectivement la phagocytose des cellules 
apoptotiques par les monocytes, les macrophages inflammatoires et par les cellules présentatrices de 
l’antigène. L’inhibition de la captation de cellules apoptotiques par les cellules inflammatoires inhibe la 
production de médiateurs inflammatoires et la formation d’auto-antigènes par ces cellules. 
Parallèlement, les lipoxines produites par la 12/15-LOX favorisent l’efférocytose des cellules 
apoptotiques par les macrophages M2a exprimant des récepteurs scavenger. L’ensemble de ces 
effets favorisent la résolution de l’inflammation et contribuent à la tolérance immune (Uderhardt et al., 
2012). 
4.2.2 Synthèse des épi-lipoxines  
Parallèlement à la formation des lipoxines par les voies des 5-LOX et 12/15-LOX dans les tissus ou des 5-
LOX et 12-LOX dans les vaisseaux, des voies de synthèse distinctes existent. Elles produisent des 
analogues des lipoxines, les 15-épi-Lipoxines. Une des voies de production des 15-épi-Lipoxines implique 
COX-2 dans les cellules épithéliales ou endothéliales et la 5-LOX dans les leucocytes (Serhan, 2005).  
Dans ce cas, COX-2 acétylée par l’aspirine, catalyse la formation, à partir de l’AA, de 15R-HETE qui par la 
suite sera converti par la 5-LOX des leucocytes en 15-épi-LXs. La formation de ces classes distinctes 
d’eicosanoïdes (épi-LXs et LXs) est strictement régulée. Il est nécessaire que l’expression de COX-2 soit 
induite et que cette enzyme soit acétylée par l’aspirine. Parallèlement l’activité de la 5-LOX doit être présente. 
Les épi-lipoxines et les lipoxines contribuent à la résolution de l’inflammation (Serhan, 2002). 
L'aspirine (acide acétylsalicylique) inhibe par acétylation le site catalytique cyclooxygénase de COX-2 sans 
altérer le site peroxydase de l’enzyme (Figure 36). Inversement, l’aspirine inhibe à la fois l’activité 
cyclooxygénase et l’activité peroxydase de COX-1. Il en résulte l’inhibition de la production des prostanoïdes 
(produits par COX-1 et COX-2 à partir de l’AA) et la synthèse, à partir de l’AA, de 15R-HETE via COX-2-
acétylée. L’acide 15R-HETE est ensuite métabolisé en 15-épi-LXs via la 5-LOX. L’acide 15R-HETE à l’origine 
des épi-LXs peut aussi être produit à partir de l’AA via des cytochromes P450 notamment CYP2C9 (Bylund 
et al., 1998). Il a aussi été montré que les statines initient la biosynthèse de la 15-épi-LXs lors de l’interaction 
in vitro des PNNs avec des cellules épithéliales et in vivo au cours de l’inflammation de la muqueuse des 
voies aériennes. Les statines (atorvastatine, lovastatine) favorisent la synthèse de 15-épi-LXA4 via l’inhibition 
de l’époxide hydrolase soluble (Levy, 2006; Planaguma et al., 2010). Finalement, la connexion complexe 
entre toutes ces enzymes (COXs, LOXs, cytochrome P450 époxydases et hydroxylases) contrôle l’oxydation 
des acides gras polyinsaturés n-6 comme l’AA et n-3 comme l’EPA et le DHA et ainsi génère successivement 
des lipides bioactifs pro-inflammatoires puis anti-inflammatoires. Parmi ces derniers ceux générés à partir de 
l’AA, (Lipoxines, acides époxyeicosatriénoïques, épi-lipoxines) ou générés à partir de l’EPA (Resolvin E1) ou 
du DHA (Resolvin D1, RvD2, RvD5, Maresin 1, protectins) jouent des rôles clés dans l’arrêt de l’inflammation 
(Buckley et al., 2014; Serhan et al., 2014; Serhan and Petasis, 2011) et la réparation tissulaire (Biteman et al., 
2007; Gronert, 2005). 
 


















4.2.3 Mécanisme de résolution de l’inflammation par les lipoxines et les épi-lipoxines  
La LXA4 et la 15-épi-LXA4 interagissent avec le récepteur ALX aussi appelé ALX/FPR2 (lipoxin A4 
receptor ou formyl peptide receptor 2) (Serhan, 2005). Ce récepteur couplé aux G protéines est 
largement exprimé dans plusieurs types de cellules humaines et de rongeurs, plus particulièrement 
des cellules impliquées dans l’inflammation et qui jouent un rôle dans la défense de l’hôte (par 
exemples, monocytes, macrophages, PNNs, cellules épithéliales). La régulation transcriptionnelle de 
l’expression de ce récepteur est encore mal comprise. Cependant plusieurs études ont permis de 
montrer que des cytokines aussi différentes que l’IFN-g et l’IL-4 et l’IL-13 peuvent induire l’expression 
de ce récepteur.  
Ce récepteur a la propriété de reconnaître deux types de ligands, des ligands protéiques (par exemple 
le fMLP, Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine) et des ligands lipidiques (LXA4). Ainsi, il est capable 
d’intégrer des signaux opposés pour déterminer le cours de l'inflammation et déclencher des réponses 
biologiques adaptées (Chiang et al., 2006; Ye et al., 2009). 
Les trois récepteurs FPRs (FPR1, FPR2/ALX, FPR3) partagent un certain nombre d’homologies de 
séquence (Chiang et al., 2006). Ces récepteurs ont été identifiés initialement à partir de leurs 
propriétés à reconnaître les peptides N-formylés libérés des bactéries et des mitochondries à la suite 
de lésions cellulaires. FPR2/ALX transmet les signaux inflammatoires suscités par la protéine 
amyloïde A sérique (SAA), les peptides antimicrobiens de la famille des cathélicidines (par exemple 
LL37) et les signaux de résolution de l’inflammation de LXA4 et de l’annexine A1 (AnxA1). Sous l’effet 
de ligands (AnxA1, LXA4), FPR2/ALX forme des homo-dimères qui contrôlent la production d’IL-10 via 
p38 MAP Kinase (Cooray et al., 2013). LXA4 via la dimérisation FPR1-FPR2/ALX et dans une moindre 
efficacité à travers les monomères FPR2/ALX, active la voie JNK / caspase-3, qui conduit à l'apoptose 
des PNNs l'un des points de contrôle essentiel à la résolution de l’inflammation. L'activation de cette 
voie l'emporte sur l'action suppressive de la SAA et de LL-37. Les voies de signalisation du récepteur 
FPR2/ALX déclenchées par LL37 et SAA bloquent la résolution de l’inflammation en générant un 
signal de survie et en supprimant le programme de mort, favorisant ainsi la survie des PNNs. Par 
opposition, les glucocorticoïdes qui régulent la synthèse d’annexine 1 accélèrent l’apoptose. 
Finalement, les lipoxines et les épi-lipoxines antagonisent le signal anti-apoptique de SAA et redirigent 
Figure 36 : Aspirine et métabolisme de l’AA 























Les macrophages M2 jouent un rôle clé dans le retour à l’homéostasie, la cicatrisation et la 
régénération tissulaire (Ariel and Serhan, 2012; Ingersoll et al., 2011; Zhang and Spite, 2012). 
Plusieurs sous-types de macrophages M2 qui contribuent à la phase de résolution de l’inflammation 
ont été identifiés dans les infiltrats inflammatoires lors de la phase de résolution de l’inflammation 
(Ariel and Serhan, 2012; Stables et al., 2011). Finalement, il apparaît que l’orientation du macrophage 
à exprimer un phénotype impliqué dans la résolution de l’inflammation plutôt qu’un phénotype délétère 
est un processus complexe. Il implique dans une situation physiopathologique définie une multitude 
des signaux, parmi lesquels les médiateurs lipidiques provenant de la 15-LOX-1 humaine ou de la 
12/15-LOX murine (lipoxines, résolvines, protectines, marésines) jouent un rôle essentiel (Schif-Zuck 
et al., 2011; Serhan et al., 2014; Titos et al., 2011). Ainsi, chez les souris dont le gène codant pour la 
12/15-LOX (ALOX12/15) est invalidé, le défaut de production de médiateurs lipidiques de résolution 
de l’inflammation est associé à une inflammation exacerbée (Serhan et al., 2014).  
Finalement, bien que la résolution de l’inflammation soit une composante importante de la cicatrisation 
des plaies, le rôle des médiateurs lipidiques impliqués dans la résolution de l’inflammation (lipoxines, 
résolvines, protectines), dans la cicatrisation et la réparation tissulaire reste peu documenté. Dans ce 
domaine, les données les plus claires concernent le rôle de l’axe 12/15-LOX /LX4 dans la stimulation 
de la cicatrisation de la cornée suite à une lésion (Biteman et al., 2007; Gronert et al., 2005; Kakazu et 
al., 2012; Wang et al., 2012). L’ensemble de ces données montre que LXA4 joue un rôle fondamental 
dans le maintien d'un environnement oculaire qui limite activement l'inflammation, tout en favorisant la 
cicatrisation des lésions. Récemment, Hong et al (Hong et al., 2014b) ont établi qu’au cours d’une 
blessure, les macrophages produisent au niveau de la peau des médiateurs lipidiques favorisant la 
résolution de l’inflammation. Ce processus est perturbé chez des souris diabétiques en relation avec 
Figure 37 : Récepteurs aux lipoxines : mécanismes d’activation de FRP2.  




leur défaut de cicatrisation. Parallèlement, ces auteurs ont établi que le traitement des plaies 
d’animaux diabétiques avec la neuroprotectine/protectine D1 accélère la ré-épithélialisation et la 
formation du tissu de granulation en favorisant les fonctions des macrophages qui accélèrent ce 
processus. 
4.2.4 Aspirine et cicatrisation  
Si le rôle des épi-lipoxines et des résolvines résultant de l’acétylation de COX-2 par l’aspirine est bien 
documenté pour la résolution de l’inflammation, il n’en est pas de même vis-à-vis du processus 
cicatriciel. Outre les effets de l’aspirine sur la muqueuse digestive (Wallace, 2005), peu d’études ont 
exploré l’effet de l’aspirine sur la cicatrisation des plaies cutanées. Une étude récente (dos Santos and 
Monte-Alto-Costa, 2013) montre que l’aspirine administrée par voie péritonéale à forte dose (25mg/kg 
de poids corporel/jour) ralentit la vitesse de cicatrisation 7 jours après la lésion seulement chez les 
souris femelles. Cet effet serait corrélé à une réduction de la production d’œstrogènes. Toutefois, cet 
effet ne persiste pas dans le temps. Des retards de cicatrisation induits par l’aspirine avaient déjà été 
évoqués (Lee, 1968; Lee and Tong, 1969). Inversement, l'administration quotidienne de 300 mg 
d'aspirine réduit le temps de cicatrisation des ulcères des membres inférieurs chez des patients avec 
une insuffisance veineuse chronique (IVC) (del Rio Sola et al., 2012).  
L’aspirine en fonction de la dose utilisée présente des effets plus ou moins importants sur l’agrégation 
plaquettaire (inhibition de l’activité cyclooxygénase de COX-1 et COX-2) et sur la production de 
lipoxines et de résolvines via l’activité peroxydase de COX-2. A faible dose (0,75mg à 300mg) l’effet 
antiagrégant plaquettaire est limité. L’utilisation de faibles doses est préconisée pour leurs effets 
cardio-protecteurs dans le cadre de la prévention d’une thrombose et en prévention secondaire dans 
le cas d’un infarctus du myocarde (Cooper et al., 2004). D’autres résultats tendent à démontrer une 
action anti-cancéreuse de l’aspirine, notamment pour le cancer colorectal. Toutefois, ces données font 
débats (Fink et al., 2014).  
L’objectif de notre travail de recherche était d’établir si l’aspirine qui à faible dose, module la 
production de lipoxines et de résolvines via l’acétylation de COX-2 pourrait favoriser la résolution de 
l’inflammation chez des animaux diabétiques et ainsi accélérer le processus cicatriciel. Pour bien 
maîtriser les effets secondaires de l’aspirine, nous avons choisi de réaliser le traitement directement 
dans le lit de la plaie. Pour réaliser cela nous avons mis en place une nouvelle stratégie expérimentale 
qui est décrite dans partie expérimentale de ce mémoire. Le traitement par voie topique permet la 
diffusion rapide de l’acide acétylsalicylique au niveau cutané et permet de s’affranchir de ces effets 























PARTIE 2  














1. Etat de l’art  
Afin de faciliter la compréhension des processus régissant la cicatrisation de nombreux modèles 
expérimentaux ont été développés aussi bien in vitro qu’in vivo. Tous possèdent leurs avantages mais 
également leurs inconvénients du fait de leur spécificité. 
Le modèle de fibroblastes ou de kératinocytes en culture monocouche (Lampugnani, 1999) est 
largement employé dans l’étude des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles de cellules 
isolées issues de culture primaire de peau. La « blessure » de cette monocouche crée une zone 
acellulaire (Soderholm and Heald, 2005) (Figure 38) et la vitesse à laquelle ces dernières se 
retrouvent de nouveau à confluence permet de déterminer par exemple si un actif pharmacologique à 













Dès 1979, on assiste au développement de matrices plus complexes (Bell et al., 1979), associant des 
gels de collagène aux fibroblastes. La répartition cellulaire non plus en monocouche mais en culture 
tridimensionnelle provoque spontanément une rétraction du gel de collagène, dénommée « lattice de 
collagène ». On en distingue plusieurs types (Figure 39) : La lattice de collagène à rétraction libre 
(Ehrlich and Rajaratnam, 1990; Rompre et al., 1990). La lattice de collagène sous contrainte : un 
anneau (le plus souvent en nylon) déposé au fond de la boite empêche la rétractation sur la longueur 
du complexe fibroblaste collagène mais pas en épaisseur (Chapuis and Agache, 1992). Un dispositif 
permet de quantifier cette force de rétractation ou force isométrique. Il est à noter qu’à la place du 
collagène une solution de fibrine (Grassl et al., 2002) composée de fibrinogène issu du plasma 
humain et supplémentée en thrombine peut être utilisée. Ce type de matrice mime plus fidèlement les 













Figure 38. : « Blessure d’une 
monocouche de kératinocytes 
et de fibroblastes. 
(BioExigence, 2014a) 
Figure 39 : Lattices de collagène. a) à rétraction libre. Le mélange de collagène/fibroblaste est déposé dans une boite 
contenant du milieu nutritif. Progressivement, suite au déplacement des fibroblastes dans la matrice de collagène, les 
fibrilles de collagène se rapprochent et provoquent une rétraction du complexe. Progressivement la surface 
collagène/fibroblastes diminue et on obtient un tissu relâché (BioExigence, 2014b). b) sous contrainte. La rétractation 
est inhibée mécaniquement par la présence d’un anneau de nylon. Les fibrilles de collagènes sont alors piégées dans 
les mailles du nylon (BioExigence, 2014c). 
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Ces modèles in vitro, bien que de plus en plus élaborés, ne parviennent qu’à s’approcher des 
conditions physiologiques rencontrées chez le vivant. Les processus de cicatrisation dépendent de 
nombreuses synergies et d’antagonismes qui ne peuvent pas être reproduits fidèlement avec un 
modèle de culture cellulaire en monocouche ou des modèles de culture associant plusieurs types 
cellulaires.  
Ainsi, les modèles animaux de cicatrisation sont d’importants outils biologiques afin de comprendre 
les mécanismes cellulaires et moléculaires régissant le processus cicatriciel. Parmi les nombreux 
modèles animaux, le tissu cutané du cochon est celui qui a la plus forte analogie avec la peau 
humaine. Toutefois, par manque d’outils, ce modèle ne permet pas de reproduire et d’étudier les 
mécanismes cellulaires et moléculaires qui contrôlent le processus cicatriciel chez des sujets 
diabétiques. Malgré ses limites, le modèle murin était le mieux adapté à notre objectif qui était de 
définir l’impact de la résolution de l’inflammation dans la dérégulation de la cicatrisation au cours du 
diabète de type 2. 
Différents types de modèles de lésions cutanées chez la souris existent.  
Le modèle incisionnel qui consiste en une incision franche, le plus souvent linéaire, calibrée en 
profondeur et généralement réalisée à l’aide d’un scalpel. L’intégrité des tissus en périphérie est 
préservée et la cicatrisation est très rapide (technique principalement utilisée dans l’étude des 
phénomènes de rétraction, que pour l’étude histologique poussée). Cette technique est peu 
informative dans le cas du défaut de cicatrisation chez l’animal diabétique.  
Le modèle excisionnel qui est une exérèse calibrée (profondeur et étendue) du tissu cutané. Dû au 
volume important retiré, ce type de lésion met plus de temps à cicatriser et permet l’étude des 
différents stades de la cicatrisation, en particulier dans un contexte de diabète de type 2.   
- L’excision superficielle de l‘épiderme à l’aide d’un adhésif « Stripping » convient parfaitement à 
l’étude de la phase de réépithélialisation. La pression négative peut être également utilisée afin de 
décoller la partie superficielle de l’épiderme du derme (Levy et al., 1995) pour former une cavité 
semblable à celle qui apparaît lors de la formation d’une ampoule.  
- L’excision partielle, consiste à retirer de manière parallèle à la surface de la peau une partie définie 
du derme (superficiel ou moyen). Cependant, en raison de la faible épaisseur de l’épiderme (50 
µm) et du derme chez la souris (moins de 1mm) ce modèle est très peu utilisé chez cet animal. En 
revanche, il constitue un outil idéal pour l’étude de la réépithélialisation chez l’Homme et permet 
d’évaluer l’efficacité sur la cicatrisation de pansements ou d’actifs.  
- L’excision profonde obtenue par exérèse totale du tissu cutané (comprenant l’épiderme, le derme 
et l’hypoderme) permet l’étude de l’ensemble des phénomènes liés à la cicatrisation. La plaie est 
obtenue généralement via l’emploi d’un biopsy punch (ou de ciseau) et laisse le plus souvent le 
fascia musculaire découvert (Zhou et al., 2000). C’est ce type de plaie que nous avons choisi 
pour notre étude.  
Traditionnellement, les plaies sont recouvertes d’un pansement ou d’une compresse afin d’empêcher 
une contamination par des agents infectieux présents dans l’environnement. Cependant, ces 
systèmes ne permettent pas d’analyser les exsudats et de visualiser la cicatrisation en temps réel. Ils 
servent plutôt de systèmes de protection. Dans les conditions pathologiques où l’exsudation est 
abondante, le pansement doit donc être changé régulièrement pour éviter la macération et induire un 
retard dans la mise en place des processus cicatriciels (Gray and Weir, 2007; Voegeli, 2012). Cette 
procédure de changement implique un risque supplémentaire de contamination de la plaie, qui se 
retrouve ainsi momentanément exposée à l’air libre. L’adhésion des pansements (aussi faible soit-




elle) peut également provoquer de nouvelles lésions au niveau de la plaie lors de leur retrait. Ces 
nouvelles agressions engendrent un prolongement de l’inflammation et modifie de façon substantielle 
la cinétique de cicatrisation.  
 
Afin de permettre le prélèvement et l’analyse des composants cellulaires et des médiateurs présents 
dans l’exsudat au cours de la phase inflammatoire du processus cicatriciel, différents dispositifs ont 
été utilisés depuis les années 1970 (Papenfuss et al., 1979). La plupart ont été fixés par implantation 
sous le derme des souris. Ces chambres de cicatrisation sont utilisées pour suivre 
macroscopiquement l’évolution du processus cicatriciel (Figure 40). La plupart des évolutions 
réalisées dans ce domaine portent sur les moyens de visualisation des plaies (Breuing et al., 1992; 
Palmer et al., 2011; Steinstraesser et al., 2010; Steinstraesser et al., 2006). De par leur conception et 
leur moyen de fixation invasive au niveau de la plaie, ces chambres de cicatrisation ne 


















Figure 40 : Exemple de chambre implantable. 
Adaptée de (Laschke et al., 2011). a) La 
chambre en titane se compose de 2 parties 
symétriques venant prendre en « sandwich » la 
peau de la partie dorsale de l’animal. La partie 
supérieure se compose de trou permettant sa 
fixation sur le tissu cutanée à l’aide de points de 
suture. b) Les 2 parties du dispositif sont 
rapprochés et permettent la compression de la 
peau. Les couches cutanées souhaitées sont 
alors retirées. c) La conformation de la chambre 
permet à l’animal de tolérer le dispositif sans 
nuire à ses déplacements ni à ses prises 
alimentaires. 
 




2. Dispositif non-invasif, destiné à recueillir les exsudats d’une plaie son utilisation et 
kit comprenant ledit dispositif (ANNEXE 1 : FR 2984 722)  
Comme nous l’avons indiqué précédemment, les chambres de cicatrisation utilisées par la plupart des 
études sont implantés sous la peau et sont soit maintenues par des points de sutures ou bien sont 
fixées directement sur l’os (Adams et al., 2011). Ces méthodes invasives nécessitent un acte 
chirurgical complexe pour l’implantation et le retrait du dispositif. Elles ont comme inconvénients 
majeurs d’accroitre la douleur de l’animal et de perturber le processus cicatriciel en modifiant les 
réactions inflammatoires. Toutefois, ces chambres évitent la rétractation de la plaie qui, à la différence 
de la cicatrisation chez l’Homme, est une des caractéristiques de la cicatrisation des plaies cutanées 
chez la souris. 
Il existait donc un réel besoin de créer un dispositif original prenant en compte un certain nombre de 
caractéristiques. Ce dispositif devait : 
- être non-invasif, étanche et conformable. 
-  permettre de visualiser la progression de la cicatrisation (sans être nécessairement obligé d’ouvrir 
ledit dispositif, ni de le retirer) : un suivi visuel, voire olfactif et des paramètres physico-
chimiques comme l’aspect de la plaie (couleur, texture, profondeur, superficie) et/ou l’aspect de 
l’exsudat (couleur, odeur, limpidité, viscosité). 
-  assurer la protection de l’environnement intérieur du dispositif et donc la protection de la plaie, vis 
à vis de l’environnement extérieur (agents infectieux extérieurs, mais aussi de l’animal lui-même, 
ou de ses congénères). 
- permettre de recueillir directement et passivement les exsudats et les cellules infiltrées afin de 
suivre l’évolution journalière de la plaie. 
- permettre le recueil stérile de l’exsudat afin de déterminer leurs caractéristiques phénotypiques et 
fonctionnelles des cellules infiltrées. 
-  faciliter le traitement pharmacologique de la plaie plusieurs fois par jour sans anesthésier l’animal. 
 
La mise au point et la réalisation d’un tel dispositif a débouché sur le dépôt et la publication de 2 
brevets (Dardenne et al., 2013a; Dardenne et al., 2013b).  
Le premier brevet porte sur la conception de la chambre de cicatrisation elle-même (Dardenne et al., 
2013b). La plaie est protégée par un dispositif original de nature inerte via sa conception en nylon 
et/ou en polyéthylène de basse densité biocompatibles. Ce dispositif se compose d’un cylindre 
constitué de parois latérales parallèles et ouvert des deux côtés. La partie inférieure du cylindre 
présente une collerette extérieure permettant la fixation du dit cylindre sur le dos de l’animal de 
manière à entourer la plaie. Le cylindre ainsi positionné sur l’animal constitue une chambre protégeant 
la plaie et permet le recueil de l’exsudat inflammatoire produit après la réalisation de la lésion cutanée.  
Le second brevet porte sur la méthode d’utilisation dudit dispositif (Dardenne et al., 2013a). Une fois 
positionné sur la peau autour de la plaie par son interface adhésive, le moyen de fermeture du 
dispositif est replacé. L’extrémité supérieure de cette chambre est fermée par un bouchon protégeant 
la plaie de l’environnement extérieur sans supprimer les échanges gazeux grâce à la présence d’une 
membrane perméable aux gaz. Ce filtre permet d’éviter l’hypoxie et/ou l’anoxie et les contaminations 
extérieures. Ce bouchon à emboîtement extérieur est en polyéthylène de basse densité transparent et 
est fixé sur le dispositif de manière à maintenir le bouchon sur la partie cylindrique de la chambre et 
de faciliter son retrait. 
  




L’ensemble des pièces composant ce dispositif est actuellement réalisé par la technologie de 
l’impression 3D (Figure 41) qui nous permet la réalisation de pièces parfaitement adaptées à tout type 
de morphologie (modèles murins obèses/diabétiques ou non diabétiques de morphologie normale). 
L’adhésion du dispositif sur la peau de l’animal est assurée par diverses technologies notamment à 
l’aide d’une solution de nitrocellulose dans un mélange d’éther et d’alcool (Collodion) ou d’adhésifs 
(colles chirurgicales à base de silicone biocompatibles). Les substances adhésives sont déposées sur 
la collerette thermo-imprimée de la chambre. Pour favoriser l’adhésion, cette collerette est souple et 
adaptée à la morphologie de la souris. Le dispositif est positionné au-dessus de la plaie de manière à 












Notre chambre de cicatrisation, possède de nombreux avantages par rapport aux solutions existantes 
dans la littérature. 
- Dispositif implantable ne nécessitant pas son changement journalier : La surface en contact de la 
peau est non absorbante. Il n’y a donc pas de problème de saturation d’absorption comme cela 
pourrait être le cas avec un pansement. 
- Dispositif ne rentrant pas en contact direct avec la partie lésée du patient : Implantation au niveau 
du pourtour des berges de la plaie par fixation sur la partie saine du patient. Fixation par enduit 
collant et de ce fait non invasif (pas de points de fixation, ni implantation en sous-cutanée). 
- Etanchéité garantissant un milieu protégé : Conserve l’exsudat dans la chambre cylindrique, pas de 
fuite au niveau des bords du dispositif. Possibilité de stérilisation du produit. 
- Accès aisé au site de la lésion permettant la visualisation directe de la plaie et le suivi de l’évolution 
de la plaie : Bouchon pouvant être vissé/dévissé à volonté. La surface de la chambre cylindrique et 
du bouchon est en matériaux transparent permettant de suivre l’évolution de la cicatrisation et de 
toutes infections ou surinfections qui pourraient survenir. De plus, le bouchon se retirant facilement, il 
y a possibilité de prendre des photos de l’avancement de la cicatrisation sans avoir à retirer 
l’ensemble du dispositif. 
- Echanges gazeux préservés : La partie supérieure du bouchon (filtre) permet les échanges gazeux 
entre l’environnement extérieur et la plaie, favorisant ainsi la cicatrisation et évitant tout risque de 
macération. 
- Lavage de la plaie : Du liquide de lavage peut être injecté dans la chambre afin de nettoyer la plaie. 
Diminue les manipulations sur le site de la plaie grâce notamment à l’emploi d’un septum sur le 
Figure 41 : Chambre de cicatrisation. a) Chambre de cicatrisation en nylon, préalablement thermoformée, afin 
d’épouser parfaitement le dos de l’animal b) Dispositif fixé à l’aide de colle chirurgicale. Le maillage permet une 
meilleure prise de l’adhésif et confère un ancrage optimal.  
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bouchon garantissant d’une part des manipulations stériles et surtout évite de retirer le dispositif à 
chaque lavage. 
- Possibilité d’administration d’agents pharmacologiques. L’étanchéité du dispositif, permet le 
traitement direct de la plaie tout en évitant tout risque d’écoulement à l’extérieur du dispositif.  
- Récupération in situ de l’exsudat : L’exsudat peut être collecté dans la chambre par lavage ou 
directement par prélèvement « in situ ». Il permet la récupération des facteurs et autres métabolites 
produits mais surtout de cellules vivantes et fonctionnelles. Il offre la possibilité de mettre en culture 
les cellules de l’exsudat pour réaliser des études fonctionnelles et phénotypiques. Le volume 
d’exsudat produit par la plaie peut être mesuré, ainsi que ses paramètres physicochimiques (pH, 
couleur, odeur, limpidité, viscosité).  
  




3. Méthode d’analyse de la progression de la cicatrisation d’une plaie à des niveaux 
microscopiques et macroscopiques (ANNEXE 2 : FR 2984 719) 
A la différence des dispositifs qui permettent le prélèvement par dépression de l’exsudat contenu dans 
une mousse disposée sur la plaie et maintenu par le dispositif (TPN), notre système permet le recueil 
par aspiration in situ de la totalité de l’exsudat. Un tel recueil préserve les qualités morphologiques et 
fonctionnelles des cellules de l’exsudat. L’analyse des médiateurs (cytokines et médiateurs lipidiques 
pro- ou anti-inflammatoires, facteurs de croissance) au niveau de l’exsudat doit permettre de suivre 
l’évolution de la phase inflammatoire de la cicatrisation et sa résolution. Notre dispositif qui a pour 
avantage de préserver l’intégrité et les fonctionnalités des différentes populations cellulaires 
contenues dans l’exsudat permet d’avoir une vraie « image » de la plaie et de son environnement à un 
temps donné. L’implantation du dispositif n’étant pas invasive, il est possible de réaliser une étude 
histologique permettant de comparer le tissu cicatriciel au tissu externe à la plaie. Cette étude 
complémentaire de l’étude de l’évolution de la fermeture de la plaie par analyse d’images doit 
permettre d’apporter des informations quant à la qualité du tissu cicatriciel. 
Finalement, ce dispositif étanche aux liquides mais perméable aux gaz permet de faciliter le nombre 
et la nature des traitements journaliers appliqués directement sur la plaie. Il permet l’administration de 
solutions à travers un septum directement sur la plaie. Ces solutions salines peuvent contenir des 
agents antimicrobiens, de nouveaux principes actifs pouvant agir sur la vitesse de cicatrisation. 
L’avantage majeur de ce dispositif est de permettre de tester des formes galéniques particulières 
directement administrées sur la plaie ou diffusées par un pansement maintenu sur la plaie par notre 
dispositif. Ce dispositif nous a permis d’évaluer l’effet de l’acide acétylsalicylique appliqué en solution 
saline sur la plaie (brevet FR 2999 936). 
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4.1. Abstract  
Impaired wound healing is an important diabetic complication that represents one of the leading 
causes of morbidity and mortality in diabetic patients. Multiple lines of evidence demonstrate that 
chronic unresolved inflammation is a critical underlying feature of altered wound healing in diabetic 
patients.  
In this study, we determined the cellular and molecular mechanisms involved in the control of switch 
between the inflammatory process and the resolution phase in high-fat diet (HFD) diabetic mice 
induced by topic aspirin treatment. We have shown that macrophages isolated from wounds of 
diabetic mice have a significant, impaired apoptotic cells clearance. This decreased efferocytosis was 
associated with significantly higher burden of apoptotic cells in exudate and wound tissue, as well as a 
higher expression of pro-inflammatory leukotriene (LT)B4, and lower expression of pro-resolving 
lipoxin (LX)A4. These results are correlated with a strong neutrophil inflammation and M1 
macrophages infiltration in wound exudate from HFD diabetic mice.  
Interestingly, the topical daily application of aspirin (30m g/day from day 3 until day 14 post-wounding) 
accelerated the wound healing of full-thickness excision cutaneous wounds in HFD diabetic mice. This 
topic treatment decreased inflammatory cell recruitment, promoted macrophages infiltration and 
restored their efferocytosis activity through the up-regulation of CD36. Aspirin treatment modified the 
balance between pro- and anti-inflammatory lipid mediators by promoting the synthesis of pro-
resolving LXA4. Furthermore, topic aspirin treatment induced the inhibition of LTA4 hydrolase 
expression associated with an overexpression of 12/15-LOX. The use of mice models in which genes 
encoding 5-LOX or 12/15-LOX enzymes have been invalidated, we allowed us to confirm that these 
enzymes, involved in the synthesis of resolving mediators, were essentials to the beneficial effect of 
aspirin on wound healing in diabetic mice.  
In conclusion, this study presents first evidence that aspirin improves the rate of wound healing in skin 
wounds from diabetic mice through the production of pro-resolving lipid mediators. Thus, this 
pharmacological approach promotes a new mechanism of resolution of inflammation in diabetic wound 
and allows us to envisage the development of new therapeutic strategy to promote the acceleration of 
diabetic wound healing. 
  





Diabetes is one of the most common diseases in the world that affect more than 350 million people 
worldwide. This pathology is characterized by metabolic deregulations, and more particularly, by 
healing disorders. Among diabetic complications, diabetic people are more susceptible to the 
development of non-healing wounds such as diabetic foot ulcers (Brem and Tomic-Canic, 2007; 
Falanga, 2005; Jeffcoate and Harding, 2003).  
The skin repair process represents a well-orchestrated cascade of biological events, which involves 
three interdependent overlapping phases: inflammation, granulation tissue formation and fibroplasia, 
and finally matrix deposition and remodeling (Aarabi et al., 2007; Gurtner et al., 2008; Singer and 
Clark, 1999). It is now well established that wound inflammation is a main component of the wound 
healing process and is pivotal for tissue regeneration (Gourevitch et al., 2014; Koh and DiPietro, 2011; 
Mantovani et al., 2013). The inflammatory phase of wound healing may, be sub-divided in an early 
inflammatory response and in a resolution phase that is marked by the accumulation of apoptotic cells. 
During the early inflammatory phase, neutrophils and inflammatory macrophages accumulate in the 
injured tissue to phagocytize invading microorganisms and remove cellular and matrix debris. The 
phagocytosis of apoptotic cells known as efferocytosis (Vandivier et al., 2006) is the ultimate fate of 
apoptotic inflammatory cells at an injury site. Successful efferocytosis drives timely resolution of 
inflammation and defective clearance of apoptotic cells has been linked to persistent inflammatory 
process (Li et al., 2009; Maderna and Godson, 2003; Schwab et al., 2007; Serhan et al., 2009). In 
diabetic patients, this chronic inflammation is responsible of impaired wound healing (Al-Mulla et al., 
2011; Bannon et al., 2013; Hong et al., 2014; Kampfer et al., 2005; Schurmann et al., 2014; Tian et al., 
2011). It has been shown that macrophages isolated from wounds of diabetic mice presented 
significant deficiency in efferocytosis associated with higher expression of pro-inflammatory and lower 
expression of anti-inflammatory cytokines. These results were validated in the wound tissue of diabetic 
and non-diabetic patients (Khanna et al., 2010).  
The wound Inflammation is triggered and stopped by a variety of mediators that are closely controlled 
in space and time (Oberyszyn, 2007; White and Mantovani, 2013). Besides, cytokines, proteases and 
reactive oxygen species (ROS), resident and invading cells in wound area promote the initiation of 
inflammation through the production of a variety of eicosanoids (Brem and Tomic-Canic, 2007; Kapoor 
et al., 2007). Among these mediators, arachidonic acid metabolites play a main role. Indeed, 
leukotriene B4 (LTB4) produced through cPLA2, 5-lipoxygenase (5-LOX) and LTA4 hydrolase (LTA4h) 
activations was a strong chemotactic mediator for neutrophils and inflammatory macrophages during 
early inflammatory phase (Chou et al., 2010; Samuelsson, 1991). During this phase, the recruited 
macrophages were classically activated macrophages (M1). This phenotype express microbicidal and 
cytotoxic host defence functions by releasing high concentrations of pro-inflammatory cytokines (TNF-
a, IL-1b, IL-6, and IL-12) and ROS (Mantovani et al., 2004; Sica and Mantovani, 2012). In contrast, 
resolution phase of inflammation requires macrophages mainly expressing M2 markers (CD206, 
arginase 1, Dectin-1, IL-10, scavenger receptors) with anti-inflammatory functions (Ferrante and 
Leibovich, 2012; Mantovani et al., 2013). Lipoxygenase-initiated lipid mediator pathways are important 
regulators of resolution phase of inflammation, since they can activate anti-inflammatory signals (Kuhn 
and O'Donnell, 2006; Serhan, 2007). The human and murine 12/15-LOX pathways are of particular 
interest, because they are key enzymes in the formation of a distinct class of eicosanoids, the lipoxins, 
which are generated during the resolution phase of inflammation via heterotypic cell-cell interactions. 
Lipoxin A4 exhibits potent anti-inflammatory properties in vitro and in vivo experimental animal models 
of acute or aberrant inflammation. LXA4 inhibits PMN influx (Conte et al., 2010; Fierro et al., 2003), 




triggers apoptosis (El Kebir et al., 2008) and induces M2 macrophages influx. These alternatively 
activated M2 macrophages, which highly express scavenger receptors such as CD36, were involved 
in efferocytosis of inflammatory apoptotic cells (Ferracini et al., 2013; Parks et al., 2013). In this 
regard, LXA4 has been implicated as an important component of the endogenous regulatory signals 
that promote resolution of inflammation and wound healing (Biteman et al., 2007; Kakazu et al., 2012).  
In addition to LOX-initiated lipoxin biosynthesis, an interesting novel route involving COX-2 was 
discovered. In the presence of aspirin, acetylated COX-2 loses its activity required to form 
prostaglandin (PG)H2 but maintains oxygenase activity to produce 15R-HETE from arachidonate 
(Lecomte et al., 1994; Rowlinson et al., 2000). This intermediate is metabolized via 5-LOX to generate 
15-epi-lipoxins (Fierro et al., 2003). The 15-epi-lipoxins share the potent bioaction of lipoxins, 
suggesting that their formation could underlie the anti-inflammatory effect of aspirin that cannot be 
attributed only to the inhibition of prostanoid formation. Indeed, during the inflammatory process, 
concomitantly to COX-1 that is constitutively expressed in most tissues, COX-2 isoenzyme is rapidly 
induced and greatly contributes to prostanoid synthesis (Gilroy et al., 1999; Vane et al., 1998). 
As the impaired of wound healing in diabetic context is caused by important dysregulations of the 
resolution phase of inflammation, we studied the mechanisms controlling the switch between 
inflammatory and resolution phases. We focused on the polarization of wound macrophages in type 2 
diabetic mice and the synthesis of pro and anti-inflammatory AA metabolites from COX-2 and 5-and 
12/15-LOX. In this study, we developed in mouse model of type II diabetes an excisional skin injury 
where a healing chamber was implanted. This model allowed us to investigate the effect of aspirin 
topical applications in wound healing of diabetic mice. We demonstrated that Aspirin treatment 
improves cutaneous wound healing in type 2 diabetes mice through the modulation of 
macrophage polarisation toward a M2 phenotype promoting the efferocytosis of apoptotic cells in 
injury. Moreover, the topical application of aspirin accelerates the repair of full-thickness excisional 
wounds in diabetic mice through the decrease of LTB4 production correlated with an increase of LXA4 
through 12/15-LOX over-expression. 
4.3. Experimental procedures 
Mice 
Eight-week-old Male C57BL/6J, BKS(D)-Leprdb/jOrlRj (db/db), BKS(D)-Leprdb/jOrlRj Control (db/+) and male 
Alox5tm1Fun/J (5-LOX KO), 12/15 Alox-/- were purchased from Janvier Laboratories (FRANCE). Animals were 
housed in a temperature-controlled animal facility (23°C) with a 12h light/dark cycle, and provided with the 
respective diet and water ad libitum. Mice were handled under protocols approved by the Conseil Scientifique 
du Centre de Formation et de Recherche Experimental Médico Chirurgical (CFREMC), with the rules of 
Decree 87–848 dated 10/19/1987 (modified by Decree 2001-464 and Decree 2001-131 relative to European 
Convention, EEC Directive 86/609 dated 24/11/1986). Animal experimental followed the guiding principles of 
animal care and the ethics board of the Midi-Pyrénées ethic committee for animal experimentation 
(experimentation permit number 31-067, approval number B3155503).  
Induction of diabetes 
One week after arrival, mice were randomly assigned for 16 week into two groups and were fed, either a High-
Fat Diet (HFD) to induce the model of type two diabetes or received continuous feeding of a chow diet (NC). 
The caloric profile of fat, protein and carbohydrate on the HFD diet (Research Diets Inc., New Brunswick, NJ) 
was 60%, 20% and 20% respectively whereas 11%, 36%, and 53% for the normal chow diet (SSNIFF, 
GMGH, Deutchland). C57/BL6 and, for certain studies, db/db or db/+ (used as controls) mice were also placed 
on regular diet Body weight was monitored weekly and thereafter daily throughout the duration of the study. 




The diabetic state was confirmed by IPGGT (Intra-peritoneal glucose tolerance test) and IPIST (intra-
peritoneal insulin sensitivity test) Briefly, for IPGGT test, NC-and HFD-fed mice were starved for eight hours 
and a solution of 20% glucose (1g per kg body weight) was administered by intra-peritoneal injection. Blood 
glucose levels were measured at different time points (0, 15, 30, 45, 90, 120 min). For IPIST, NC-and HFD-fed 
mice were starved for eight hours and insulin (0,5U per kg body weight) was administered by intra-peritoneal 
injection. Blood glucose levels were measured at different time points (0, 15, 30, 45, 90 min). 
Skin chamber 
Each wound skin chamber is composed of 2 distinct parts created from 3D printing technology in bio-
compatible materials.  
The first part is a 500 µl capacity tubular chamber, open at both ends with an outgrowth at the base for 
attachment on the device to the wounded body part. This flange has the peculiarity to be structured through a 
parametric mesh filling, a thickness of 200 microns and only 30% of density which provides the best 
conformability imaginable. With functional specifications and an original design taking into account of the 
animal morphology; this part fits perfectly on the back of non- or diabetic mice. So, this chamber was made in 
Nylon 618 and fixed with a bio-compatible Silicon Glue (Kwik-Sil, World Precision Instrument, USA) to obtain a 
perfectly sealed around the wound.  
The second part is a cap in Acrylonitril butadiene styrene (ABS) taking place on the top of the tubular chamber 
to maintain the wound environment sterile. To avoid a damaging maceration on the wound bed, the upper part 
is provided with a porous membrane allowing gas exchange.  
Excisional wound model 
Mice were anesthetized with 2-5% isoflurane in oxygen for induction and 1%-2.5% in oxygen for maintenance. 
The hair back of each mouse was sheared and subsequently wiped with 70% ethanol. Full-thickness wounds 
(0.8 cm of diameter)were created on the back of the mice to the panniculus carnosus. . The skin chamber was 
fixed on the wound edges without contact with the injured tissue using a bio-compatible silicon glue (Kwik-Sil, 
World Precision Instrument, USA).  
Depending on the protocols put in place, wound were treated by daily topical application: 200µl of Sodium 
Chloride (NaCl), (BAXTER, USA) used as vehicle solution, 0.036 mg of aspirin(Sigma), 140ng of LTA4 
(Cayman Chemical), or 10 ng of LPS (Sigma). All active ingredients are dissolved into the vehicle solution. 
All cages were changed twice weekly and all manipulations of animals were done in a laminal blow hood, 
under aseptic conditions. 
Image quantification 
Process of wound healing was observed from days 0 to 21 after wounding. Between 3–5 high powered 
images standardized digital photos were taken of the wounds, with the same distance, between camera and 
anesthetized mice, for each animal.  
The pictures were examined using a planimetry for objective evaluation for degree of wound healing. Open 
wounds were calculated using an area analysis image software (Adobe Photoshop CS4). The number of 
pixels covering an open wound area on a given day was divided by the number of pixels spreading over the 
initial wound on day 0 to obtain the percentage of closure. The external surface of the skin chamber has been 
used as a template. 
The percentage of wound healing was based on changes in the same wound on the same mouse for indicated 
time points, instead of changes among different mice. Thus, the calculated mean for the wound healing 
(percentage) among the 3 mice in a group was independently obtained, and the statistics of 3 groups of 3 
independent experiments were calculated.  
In-vitro efferocytosis quantification 




200 000 murine peritoneal macrophages cells were cultivated in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 
provided by Gibco (Gibco, Saint Aubin, France) during 24h, with or without 1mM of Aspirin. 800 000 apoptotic 
polynuclear neutrophils in 100 µl of Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS +/+) (Gibco, Saint Aubin, France) and 
30 µl of 5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazinedione (luminol) were added (100 µM).  
After 60 min, the medium was removed , cells were twice washed with Phosphate Buffered Saline solution 
(PBS -/- , Gibco, Saint Aubin, France) and 2 congelation/ decongelation cycles was made. 
50µl of H2O2 (0,1 M) was finally injected and MPO activity was measured by chemiluminescence using a 
thermostatically (37°C) controlled luminometer (Wallac 1420 Victor2).  
Flow cytometry assay 
400 µl of PBS was used to wash the wound site and the recuperated exudate solution was centrifuged. 
Exudate cells were washed in PBS 1% SVF and were incubated for 15 minutes with fluorescent-labeled 
antibodies: Ly6G–APC (BD Biosciences), 7/4-FITC (Serotec), F4/80-APC (BD Biosciences), CD36 
(SANTACRUZ). Then cells were washed two times with staining buffer and stored at 4°C. Supernatant was 
preserved at -80 °C for subsequent cytokines analyses. 
For efferocytosis, exudate cells were washed in PBS containing 1% SVF and were labeled with PE-conjugated 
anti-mouse F4/80 antibody (ABD SEROTEC). Subsequently, cells were fixed and permeabilized with 
Cytofix/Cytoperm reagent (BD Bioscience) for 25 min, at 4°C in obscurity and washed twice with perm/wash 
solution. The cells were then incubated for intracellular staining with APC-conjugated anti- mouse Ly6G 
antibody (BD PHARMINGEN, 560599) for 25 minutes at 4°C. Finally exudate cells were washed with 
perm/wash solution and acquired by a FACScalibur cytometer (BD Biosciences, Pharmingen, San Jose, CA) 
using Cell Quest Pro software. A total of 10,000 events were collected for each sample. For analysis, all 
quadrants were set up, according to matched isotype control antibodies. All results are reported as 
percentages of expression. 
Quantitative real-time PCR experiments 
Total RNA obtained from wound tissue was prepared with RNeasy® Mini Kit columns (Qiagen) using the 
manufacturer's protocols. Synthesis of cDNA was performed from 650 ng of total RNA with QuantiTect® 
Reverse Transcription (Qiagen) according to the manufacturer's recommendations and primed with hexamers. 
Quantitative real-time PCR was performed on a LightCycler system (Roche Diagnostics) using QuantiFastTM 
SYBR® Green PCR (Qiagen). 10 µl of reaction mixture was incubated; the amplifications were performed for 
60 cycles (10 s at 95°C and 60 s at 60°C). The primers (at a final concentration of 10 mM) were designed with 
the software Primer 3. GAPDH and Actine mRNA was used as invariant controls. 
Acid Arachidonic metabolism study 
Tissues lipids were crushed and homogenized in Lysing-matrix tubes containing 15% methanol. Exsudat was 
collected and centrifugated at 2 000 rpm during 5 min. Supernageant was transferred and completed with 15% 
of methanol. Sample were concentrated and purified by Solid Phase Extraction (SPE). Briefly, C18 Sep-Pak® 
Light column (Waters) were conditioned by 2 washing of methanol followed by deionized water. Sample were 
passed through the SPE column and then washed with deionized water followed by Hexane. Lipids were 
eluated by methyl formate and evaporated with a stream of nitrogen gaz. Residues were dissolved in the 
extraction buffer provided with the commercial EIA kit. The concentrations of LXA4, 15-epi-LXA4, LTB4 in the 
wounded skin tissue were measured by ELISA (Oxford Research, Cayman Chemical) according to the 
instructions of the manufacturer. 
Statistical analysis 
Datas were expressed as mean ± SEM. Statistical analysis was performed using the means multiple 
comparison method of Bonferroni-Dunnet test. P<0.05 was considered statistically significant. 
  





Aspirin treatment improves cutaneous wound healing in type 2 diabetes mice. 
To determine whether topical treatment with aspirin, a non-steroidal anti-inflammatory drug, improves 
wound healing disorders in the context of diabetes, we first followed the rate of macroscopic wound 
closure after an excisional skin injury in mouse model of type II diabetes, C57BL/6J mice under high-
fat diet during 16 weeks (HFD).  
A 0.8 cm2 circular full thickness skin excision wound (Figure 1A) was carried out on the back of HFD-
induced diabetic mice and NC-fed lean mice. Then, a healing chamber was noninvasively implanted 
on the injury (Figure 1A). This chamber allowed collecting extracellular exudates, inflammatory cells, 
to protect the wound against pathogen invasion and to monitor the wound healing.  
The wounds were photographed at day 0 and daily until complete healing (Figure 1B) and the 
percentage of wound closure was calculated as described in materials and methods.  
The mice were treated with aspirin (36µg/wound in 200µL) or with the vehicle (0.9% NaCl, 200µL). 
The treatment was locally applied to the wound every day from the 3th to the 14th day post injury. As 
expected, wound image analysis from mice treated with vehicle revealed that diabetic HFD mice 
(Figure 1B) exhibited significantly delayed wound closure compared to the respective non-diabetic 
animals. Indeed, fully healing process in the non-diabetics C57BL/6 mice was obtained to day 14 ± 
0.07 against the 19th day ± 1.01 for the diabetic HFD mice.  
Figure 1B showed that aspirin has not effect on wound-healing process in non-diabetic mice fed NC. 
Interestingly, the diabetic HFD mice treated with Aspirin exhibited a significant increase in percentage 
of wound closure after day 1 post-treatment compared with untreated diabetic HFD mice. The effect of 
aspirin treatment on wound healing in diabetic mice appears during the early phase of healing 
between, the 4th day (day 1 post-treatment) and the 10th day after injury. The wounds of HFD diabetic 
mice treated with Aspirin trended toward faster closure than untreated diabetic mice. The kinetics of 
healing in the diabetic mice treated with aspirin are similar to the kinetics observed in the non-diabetic 
mice.  
Taken together, our results show that topical application of aspirin accelerated the repair of full-
thickness excisional wounds in type 2 diabetic mice. This effect most pronounced at the beginning of 
treatment, suggests that aspirin plays a role in the early step initiating the wound-healing process.  
  



























Figure 1. Aspirin treatment improves cutaneous wound healing in type 2 diabetes mice. A) An experimental skin 
chamber was implanted on the back of the animal as described in Methods. The protective cap has been removed to 
visualize the lesion. The original injury area was immediately calculated after wounding (2) based on the circular external 
surface on the skin chamber (1). Same process was applied to determine the wound surface (3-4) at various time during 
the healing process. B) Representative picture showing injury immediately after wounding and on the 7th and 15th days. At 
the indicate days, wound areas were determined using image analysis and expressed as percentage of wound area 
immediately post-injury (mean ± SEM, n= 5 to 9). ★ P<0,01 HFD with ASP versus HFD without ASP; § P<0,01 NC 
with/without ASP versus HFD without ASP. 
 




Aspirin treatment decreases inflammatory cells recruitment and promotes macrophages 
infiltration in murine diabetic wound exudate. 
To evaluate whether the acceleration of wound closure by topical application of Aspirin is linked to a 
shorter delay between inflammatory phase and its resolution, we studied neutrophil and macrophage 
infiltrations into injury exudates during the early stage of wound healing. As the exudation disappears 
earlier in NC fed mice, the exudates were aseptically collected between 1 and 5 days after wounding 
in mice under NC and between 1 and 7 days for diabetic HFD mice. The persistent exudation in HFD 
fed mice corroborated with the delayed wound closure observed in diabetic mice. 
The temporal pattern of inflammatory cell in exudates at 1, 2, 3, 5, and 7 days after wounding was 
evaluated by flow cytometry. The combination of Ly6B (7/4), Ly6G (Gr-1) and F4/80 antibodies 
allowed to identify two distinct populations of leukocytes in the inflammatory exudates from 
nondiabetic and diabetic mice (Figure 2A-B). Neutrophils were discriminated of monocytes 
/macrophages (F4/80+/Ly6Bhigh/+/Ly6G-) by their higher expression of both Ly6G and Ly6B (Ly6Ghigh 
/Ly6Bhigh) (Figure 2A). 
Figure 2A showed that between 1 and 3 days after wounding the recruitment of neutrophils is 
stronger increased in diabetic HFD mice (85%) as compared to non-diabetic NC mice (60%), 
demonstrating an increased of post-injury inflammatory response in diabetic mice. The percentage of 
neutrophils in exudate from non-diabetic mice significantly decreased 5 days after wounding (34%) 
and the treatment with Aspirin did not affect this percentage (37%) (Figure 2A). In contrast, in diabetic 
HFD mice, the percentage of neutrophils still increased 5 days after wounding (93%) and Aspirin 
treatment decreased significantly the percentage of neutrophils (67%) in the wound exudate.  
Simultaneously, between 1 and 3 days after wounding the percentage of recruited macrophages in 
injury exudate is largely higher in non-diabetic NC mice as compared with diabetic HFD mice (40% vs 
12%) (Figure 2B). Furthermore, the Aspirin treatment during 2 days (5 days after wounding) 
significantly increased macrophage infiltration in diabetic HFD mice from 6% to 20%. In non-diabetic 
mice the Aspirin treatment did not modify the macrophage infiltration (32% vs 27%). Altogether, these 
results demonstrated that in diabetic HFD mice the neutrophil infiltration was preponderant. This 
greater infiltration that was accompanied of a minor macrophage infiltration correlated with the delayed 
wound closure observed in diabetic mice. Moreover, the restoration of neutrophils/macrophages ratio 
in injury exudate of diabetic HFD mice by Aspirin was consistent with the improvement of wound 
healing induced by this treatment. 
Consistent with these results, we showed that the number of neutrophils in injury exudate from 
diabetic HFD mice was increased about three times between 1 and 2 days after wounding as 
compared to non-diabetic mice (Figure 2C). Furthermore, the number of neutrophils remains elevated 
until 7 days after wounding only in diabetic HFD mice without treatment, demonstrating the 
persistence of inflammatory phase. Interestingly, after Aspirin treatment the number of neutrophils in 
diabetic HFD mice becomes comparable to that of non-diabetic NC mice, suggesting that Aspirin 
triggers mechanisms involved both in the diminution of neutrophil infiltration and in their elimination. 
Figure 2D showed that, 1 day after wounding, the number of macrophages was lower about 7 times in 
diabetic HFD mice as compared to non-diabetic mice, demonstrating a default in macrophage 
recruitment in diabetic HFD mice. The number of macrophages strongly decreased between 1 to 2 
days after wounding in non-diabetic NC mice whereas in diabetic HFD mice this number remains 
constant. Moreover, from 2 days until 5 days after wounding, the number of macrophages was 
comparable between diabetic and non-diabetic mice, while the number of neutrophils was higher in 




diabetic HFD mice. Thus, the decrease of macrophage migration into wound exudate fluid and the 
increase of neutrophils could be a characteristic of the altered inflammatory response in skin wounds 
of diabetic HFD mice leading to a delayed wound closure.  
Interestingly, the Aspirin treatment inhibits exacerbated inflammatory processes in diabetic HFD mice, 
by increasing the number of macrophages and by decreasing neutrophils into wound exudate fluid, 







Figure 2. Aspirin treatment decreases inflammatory cells recruitment and promotes macrophages infiltration in 
murine diabetic wound exudate. (A-B) Representative examples of analysis of wound exudate cells population, using 
flow cytometry defining polynuclear neutrophils as 7/4+ Ly6G+ and macrophages as F4/80+. The percentage shown 
represents the population of neutrophils or macrophages according to all cells collected in exudate. (C-D) Quantitative 
analysis of polynuclear neutrophils and macrophages of total wound exudate cells. Data shown are the mean ± SEM of 6 
to 12 mice per group of mice. ★ indicates significant differences (probability values P<0,01) of HFD mice treated with ASP 
compared with HFD mice treated with vehicle. 
 




Aspirin treatment promotes the resolution of inflammation in wound from diabetic mice 
through the enhancement of efferocytosis by injury macrophages. 
 
Efferocytosis of apoptotic inflammatory cells by alternatively activated macrophages following tissue 
injury is fundamental to the resolution of inflammation and initiation of wound healing. We assessed 
whether aspirin might promote neutrophil phagocytosis by macrophage (efferocytosis) in wound area. 
To evaluate apoptotic cell clearance by macrophages during wound healing process, the neutrophils 
engulfed by F4/80+macrophages were quantified using anti-mouse Ly6G antibody by flow cytometry.  
 
Figure 3A showed, 3 days after wounding, a stronger decrease of F4/80+ / Ly6G+ cells in injury 
exudate from diabetic HFD mice, demonstrating an impaired of apoptotic cell clearance or 
efferocytosis activity of macrophages from wound exudate of diabetic mice. The decrease of 
efferocytosis by diabetic macrophages was amplified 5 days after wounding. In contrast, the 
efferocytosis by non-diabetic macrophages remains constant. Interestingly, aspirin treatment during 2 
days (5 days after wounding) restores the capacity of diabetic wound macrophages to engulf apoptotic 
neutrophils. 
To evaluate whether aspirin promote the elimination of inflammatory cells through the induction of 
CD36, a scavenger receptor known to mediate efferocytosis following tissue injury, we assessed the 
CD36 protein level at the surface of macrophages. Figure 3B showed a slight CD36 protein 
expression on diabetic HFD macrophages 5 days post injury as compared to non-diabetic NC 
macrophages. Aspirin treatment fully restored CD36 protein level on diabetic HFD macrophages. 
Indeed, with aspirin, the CD36 protein level was similar on diabetic and non-diabetic wound 
macrophages. Thus, the increase of neutrophil efferocytosis by wound macrophages from diabetic 
HFD mice treated by Aspirin was correlated to CD36 over-expression. The increase of CD36-
dependent efferocytosis could be the mechanism involved in the improvement of wound healing by 
aspirin. 
To further explore whether Aspirin treatment of macrophages promote efferocytosis of apoptotic 
neutrophils, we evaluated in vitro the myeloperoxidase activity (specific neutrophil marker) of resident 
peritoneal macrophages after co-culture with apoptotic neutrophils. Figure 3C showed an increase of 
myeloperoxidase activity of Aspirin-treated resident macrophages as compared to non-treated 
macrophages, supporting the positive regulation of efferocytosis by Aspirin.  
  




Figure 3. Aspirin treatment promotes the resolution of inflammation in wound from diabetic mice through the 
enhancement of efferocytosis by injury macrophages. A) Wound exudate cells were collected 5 days post injury and 
labeled with fluorescent-labeled F4/80 antibodies. Cells were fixed, permeabilized and incubated for intracellular staining 
with fluorescent-labeled Ly6G antibodies. For analysis, all quadrants were set up, according to matched isotype control 
antibodies. All results are reported as percentages of total wound cells (mean ± SEM, n= 6). ★ P<0,01 versus HFD without 
ASP. B) Flow cytometric analysis at the 5th days post lesion of the total wound exudate cells. Enumeration in the bar graph 
indicates percentage of macrophages F4/80+ expressed the CD36 receptor (mean ± SEM, n= 6). ★ P<0,01 versus HFD 
without ASP. C) In vitro efferocytosis quantification. Murine peritoneal macrophages cells were cultivated with or without 
Aspirin. Apoptotic polynuclear neutrophils were just added during 0 min or 60 min and were removed. MPO activity was 
measured by chemiluminescence using a thermostatically (37°C) controlled luminometer (mean ± SEM, n= 3). ★ P<0,01 




























Aspirin treatment promotes the wound healing in diabetic mice through the modulation of 
macrophage polarization. 
To define the polarization of macrophages present in injury exudates, 3 days after wounding, from 
mice in chow and HF fed conditions, the expression of specific markers of classical M1 and M2s 
activation was evaluated by RT-PCR (Figure 4A). Overall, macrophages from mice both in chow and 
HF fed conditions displayed an up-regulation of M2s markers like Ym1, Arginase, IL-ra, CCL22, 
Mannose Receptor (RM) and IL-10. In macrophages from non-diabetic NC mice, this finding was 
supported by the weak expression of M1 markers such as IL12, IL1-b, TNF-a, CD11b and CD64 and 
the robust expression of CD36 and CCL22. Thus, together with CCL22 a bona fide marker of 
alternative M2a polarization, our data clearly demonstrate that the macrophages from non-diabetic NC 
mice are characterized by an M2a phenotype. 
Interestingly, the induction of M2s markers was lower in macrophages from diabetic mice under HFD 
than macrophages from non-diabetic mice under CD. Concomitantly with reduced alternative 
activation markers in macrophages from diabetic mice in HF fed condition, the M1 markers such as IL-
12, IL-1-b, TNF-a and the Fcg-receptors CD64 and CD11b were highly expressed. This pro-
inflammatory signature in macrophages from diabetic HFD mice, which was accompanied by 
production of anti-inflammatory IL-10, IL-1ra in high amounts, suggests that the macrophages of 
diabetic mice under HFD present a M2b phenotype. Indeed, only M2b macrophages are characterized 
by simultaneous production of pro-inflammatory cytokines, and IL-10, together with CCL1 a bona fide 
marker of M2b polarization. Moreover, the higher expression of CD11b and CD64, specific M1 
polarization markers, suggest the simultaneous presence of both M2b and M1 phenotypes. These 
results demonstrate that the macrophages, day 3 post-lesion, from non-diabetic CD mice are 
characterized by an M2a polarization whereas the HFD induces M2b and M1 inflammatory 
phenotypes. 
Aspirin treatment of the injury during 2 days (5 days post-wounding), of diabetic mice under HFD 
conditions induced a strong decrease in the expression of pro-inflammatory cytokines TNF-α and IL-
1β which was accompanied by the up-regulation of the anti-inflammatory cytokine IL-10 and TGF-b, 
suggesting that the Aspirin favours the polarization of macrophages towards an anti-inflammatory M2 
profile (Figure 4B). This finding was further supported by the induction of Arginase-1, YM-1, MR and 
CD36 and the reciprocal reduction of CD11b and CD64. Thus, together with the strong increased of 
CCR2 expression, a bona fide marker of M2c polarization, our result clearly demonstrate that Aspirin 
treatment switches the polarization of macrophages of diabetic HFD mice from an M2b and M1 
inflammatory phenotypes towards an M2c phenotype involved in tissue repair and remodelling.  
  


















Figure 4. Aspirin treatment promotes the wound healing in diabetic mice through the modulation of macrophage 
polarization. 
A) qRT-PCR analysis of biological markers for M1 and M2 polarization programs. NC and HFD wound exudate 
macrophages were collected 72 hours post-injury. ★ p< 0,05 compared to the HFD mice. B) 5 days post injury and 2 days 
post aspirin treatment, macrophages of the wound exudate HFD mice were isolated and characterized. ★ p< 0,05 
compared to the HFD mice without aspirin treatment. 
 




Aspirin treatment promotes the resolution of inflammation in wound from diabetic mice 
through LTB4/LXA4 balance. 
Lipid mediators from arachidonic acid are among the first signals that are released in response to tissue 
injury. These lipids mediators are metabolized through two families of enzymes, the cyclooxygenases 
(COX-1 and COX-2) involved in the production of pro-inflammatory prostanoids and the lipoxygenases (5-
LOX, 12-LOX, and 15-LOX) involved in leukotrienes and lipoxins synthesis. During the inflammatory phase 
of wound healing, LTB4 were produced from arachidonic acid by 5-LOX/ LTA4 hydrolase pathway; whereas 
during the resolution of inflammatory response the 5-LOX and 12/15-LOX participate to the biosynthesis of 
anti-inflammatory and proresolving mediators such as lipoxins (LXA4). Moreover, it is known that aspirin 
promotes inflammation resolution through the production of 15(R)-HPETE via COX-2 acetylated, which is 
then metabolized in 15-epi-lipoxin A4 via 5-LOX. 
To evaluate whether Aspirin, which ameliorate wound healing of diabetic HFD mice, modulates LTB4, LXA4 
and/or 15-epi-lipoxin A4 productions, we concomitantly evaluated their production in injury exudates and 
macrophage mRNA level of enzymes involved in their synthesis.  
Before treatment with aspirin (3 days after wounding) exudate macrophages from diabetic mice are 
characterized by an increased mRNA level of LTA4h.  
Consistently, a significant augmentation of LTB4 related to a decrease of LXA4 in wound exudate was 
observed (Figure 5A-B).  
Aspirin treatment of the injury from diabetic mice under HFD conditions during 2 days (D5 post-wounding) 
induced a strong decrease of mRNA level of LTA4h. In line, the level of LTB4 drastically decreased after 
aspirin treatment. Surprisingly, although aspirin treatment of diabetic mice induced COX-2 mRNA level, it 
did not trigger the production of 15-epi-LXA4 since we did not detect this mediator in injury exudate from 
diabetic mice with or without aspirin treatment (data not shown) (Figure5A-B). 
In wound tissues, between 3 and 14 days post injury, COX-2 mRNA level was not induced both in non-
diabetic mice and diabetic mice. Moreover, aspirin treatment did not modify COX-2 expression during 
wound healing process.  
Three days post injury, the 12/15-LOX mRNA level was strongly decreased in tissues from diabetic mice as 
compared to non-diabetic mice. In contrast, 5-LOX and LTA4h mRNA levels were increased. Interestingly, 
from 5 days until 10 days post-injury, aspirin treatment increased significantly 12/15-LOX mRNA level in 
tissue from diabetic mice, while this treatment decreased 5-LOX and LTA4h mRNA levels (Figure5C).  
Consistent with these results, we demonstrated J3 post-injury a significant augmentation of LTB4 in injury 
tissue of diabetic mice associated with a decrease of LXA4. Furthermore, a significant increase of LXA4 in 
injury tissue of diabetic mice related with a decrease of LTB4 was revealed from 2 to 5 days after aspirin 
treatment (Figure 5D). 
Although Aspirin triggers 15-epi-lipoxin A4 from 4 days of treatment, this augmentation did not correlated 
with the induction of COX-2 mRNA level (data not show).  
Taken together, our results suggest that delayed wound closure observed in diabetic mice is correlated both 
with the generation of pro-inflammatory LTB4 through 5-LOX/LTA4h axis and with the inhibition of anti-
inflammatory LXA4 synthesis associated to a weak 12/15-LOX expression. The topical application of aspirin 
accelerated the repair of full-thickness excisional wounds in diabetic mice through the decrease of LTB4 
production correlated with an increase of LXA4 through 12/15-LOX over-expression. Surprisingly, aspirin 
promotes inflammatory resolution both through LXA4 and 15-epi-lipoxin A4 generations.  































































Figure 5. Aspirin treatment promotes the resolution of inflammation in wound from diabetic mice through 
LTB4/LXA4 balance. A) qRT-PCR analysis of enzymes involved in the arachidonic acid metabolism from cells that 
compose the exudate, 3 days and 5 days post wounding in NC and HFD diabetic mice treated or not treated by aspirin.★ 
p< 0,05 compared to the HFD mice. $ p< 0,05 compared to the NC mice. B) LXA4 and LTB4 production from wound 
exudate at 3 days and 5 days post lesion in NC and HFD diabetic mice treated or not treated by aspirin and quantified by 
enzyme immunoassay (EIA). ★ p< 0,05 compared to the HFD mice. $ p< 0,05 compared to the NC mice. C) qRT-PCR 
analysis of enzymes involved in the arachidonic acid metabolism from wound tissue, 3,5,7, and 14 days post wounding in 
NC and HFD diabetic mice treated or not treated by aspirin. ★ p< 0,05 compared to the HFD mice. $ p< 0,05 compared to 
the NC mice. D) LXA4 and LTB4 production from wound tissue at 3 days and 5 days post lesion in NC and HFD diabetic 
mice treated or not treated by aspirin and quantified by enzyme immunoassay (EIA). ★ p< 0,05 compared to the HFD 
mice. $ p< 0,05 compared to the NC mice. 
 




The improvement of impaired wound healing of diabetic mice by aspirin involves 5-LOX and 
12/15-LOX 
To evaluate whether 5-LOX (involved in LXA4 and 15-epi-lipoxin A4 productions) and 12/15-LOX 
(involved in LXA4 production) were implicated in the improvement of impaired wound closure in 
diabetic mice, we performed the rate of macroscopic wound closure after an excisional skin injury in 5-
LOX and 12/15-LOX KO murine models under high-fat diet. 
Figure 6A showed that the 5-LOX deletion in non-diabetic mice reduced wound healing process from 
5 days to 15 days post-injury and aspirin treatment did not ameliorate this impaired wound healing. 
Furthermore, 5-LOX deletion in diabetic HFD mice did not affect the wound-healing process.  
As expected, while Aspirin treatment increased the percentage of wound closure in WT littermate 
diabetic mice, this treatment did not change wound closure in diabetic mice deleted for 5-LOX (Figure 
6B).  
Interestingly, in diabetic mice deleted for 5-LOX, we demonstrated that treatment both LTA4 and 
aspirin administered on the injury, can restore a kinetic of wound closure comparable to the WT 
diabetic mouse treated by aspirin. In contrast, in absence of aspirin, LTA4 treatment increased the 
delayed wound closure during inflammatory phase of wound healing in 5-LOX diabetic mice(Figure 
6C). 
Figure 6D demonstrated that the deletion of 5-LOX in non-diabetic mice decreased the rate of wound 
healing and aspirin treatment did not restore effective wound healing.  
Surprisingly, in diabetic mice the deletion of 12/15-LOX supressed the amelioration of aspirin induced-
wound healing (Figure 6E), suggesting that the acetylation of COX-2 by aspirin was not efficient to 
restore an impaired wound healing in diabetic mice.  
To assess whether COX-2 induction could reverse the absence of aspirin induced-wound healing in 
diabetic mice deleted for 12/15-LOX, we pre-treated the wounds with LPS known to increase COX-2 
expression. Interestingly, we showed that LPS restored the favourable aspirin effect on the wound 
healing in diabetic mice deleted for 12/15-LOX (Figure 6F). 
Altogether, these results demonstrated that the impaired wound healing in diabetic mice was 
dependent on a delay in the resolution phase of inflammation due to a functional default of 5-
LOX/12/15-LOX axis. We showed that the 12/15-LOX and 5-LOX are essentials to the beneficial effect 
of aspirin on wound healing in diabetic mice while COX-2 is not required.  
  































Figure 6. The improvement of impaired wound healing of diabetic mice by aspirin involves 5-LOX and 12/15-LOX 
A) Time course of wound closure in nondiabetic (1) and diabetic 5-LOX KO mice (2,3). At the indicate days, wound areas 
were determined using image analysis and expressed as percentage of wound area immediately post-injury (mean ± SEM, 
n= 5 to 9). as described in Methods. ★ P<0,01 versus HFD without aspirin. B) Time course of wound closure in nondiabetic 
(1) and diabetic 12/15-LOX KO mice (2). At the indicate days, wound areas were determined using image analysis and 
expressed as percentage of wound area immediately post-injury (mean ± SEM, n= 5 to 9). as described in Methods. ★ 
P<0,01 versus HFD without aspirin. C) Wound area 10 days post lesion on WT, 12/15 LOX and 5-LOX diabetic mice. ★ 
P<0,01 versus HFD without LPS/LTA4m and without aspirin 





Skin lesions and ulcerations are severe complications of diabetes that often result in leg amputations. 
In this context, it is important to understand and develop new strategies to treat wounds. In diabetic 
patients, the persistent inflammatory process is responsible of impaired wound healing (Baltzis et al., 
2014; Kampfer et al., 2005). Indeed, it has been shown that PMN infiltration was strongly increased 
during inflammatory phase of wound healing in diabetic context (Al-Mulla et al., 2011). Consistently, 
we demonstrated here that the number of PMNs in exudate from diabetic HFD mice was higher than 
in non-diabetic mice. Concomitantly to the PMNs increased, the level of LTB4, a PMN chemotactic 
eicosanoid (Wetzler et al., 2000), was strongly released in the injury exudate and in wound tissue of 
diabetic animals. We have also established that the greater number of PMNs in wound exudate of the 
diabetic mice was correlated with a failure of macrophages influx in the injury. These macrophages 
present a lack of CD36 expression correlated with an impaired of apoptotic PMNs efferocytosis. These 
data are consistent with in vitro studies showing that macrophages from diabetic db/db mice have a 
deficiency of apoptotic cell clearance (Nohgawa et al., 1997) and with phenotypic and functional 
deregulation of diabetic monocytes / macrophages established elsewhere (Khanna et al., 2010). 
Previously, we have demonstrated that the peritoneal macrophages from mice under HFD diet 
presented an M2b phenotype (TNF-α high IL-10high, MR+ Dectin-1+) (Cucak et al., 2014). In line, we 
showed here, a high proportion and the persistence of inflammatory M1 and M2b macrophages in 
injury exudate of HFD diabetic mice. Given that during the wound healing the macrophages switch 
from a pro-inflammatory M1 towards M2s phenotypes that contribute to the resolution of inflammation 
and tissue repair (Lefevre et al., 2010), we showed here that the impaired wound healing in diabetic 
mice is associated with a default of macrophage polarization toward an anti-inflammatory M2 
phenotype. This impaired macrophage polarization towards M2 phenotype in diabetic mice is 
associated with an imbalance of LXA4 / LTB4 ratio in favour of LTB4 production. Indeed, the resolution 
of inflammation, which determines the outcome of the wound healing, was induced by the release of 
LXA4 proresolving mediators derived from arachidonic acid mainly produced by M2 macrophages 
(Brancato and Albina, 2011).  
To promote the wound healing process in HFD diabetic mice, we modulated the inflammatory phase 
by an original pharmacological approach using low dose of aspirin locally applied on the wounds. It is 
known that aspirin inhibits the prostanoid production and promotes, unlike other anti-inflammatory 
drugs, the pathway involved in pro-resolving lipid mediators production through COX-2-dependent epi-
lipoxins synthesis (Serhan, 2014) (Serhan, 1997, 2005). Besides the effects of aspirin on the 
gastrointestinal tract, few studies have explored its effect on the wound healing (Claria and Serhan, 
1995; Wallace, 2005). A recent study showed that the administration of aspirin at high doses (25 mg / 
kg body weight / day) to female mice slowed the cutaneous wound healing by decreasing the estrogen 
production (dos Santos and Monte-Alto-Costa, 2013; Wallace, 2005). In line, impaired wound healing 
was highlighted when aspirin is orally administered at very high doses (dos Santos and Monte-Alto-
Costa, 2013; Lee, 1968; Lee and Tong, 1969). However, aspirin daily dose of 300 mg shortens the 
healing time of ulcerated lesions in the chronic venous insufficiency (del Rio Sola et al., 2012; Lee and 
Tong, 1969). Consistently, we showed here that the topical application of low dose of aspirin (10 m g / 
wound / day) promotes wound closure in HFD diabetic mice, while topic aspirin treatment with high 
doses worsened wound healing (data not shown). A special feature of aspirin is linked to its dose-
dependent mechanisms. The favourable effects of aspirin (antiplatelet effect, resolution of 
inflammation) occur at low doses while higher doses induce side effects (Bradlow and Chetty, 1982; 
del Rio Sola et al., 2012). To promote the synthesis of anti-inflammatory bioactive lipids, we choose to 
start topic aspirin application from J3 post-injury, corresponding to the end of the inflammatory phase 




of healing process in non-diabetic mice. Indeed, aspirin triggers the epi-lipoxin only at the end of 
inflammatory process when the cyclooxygenase-2 is expressed and could be acetylated. 
 
Improved wound healing by aspirin was accompanied by an up-regulation of CD36 gene expression in 
wound macrophages. This scavenger receptor mediates recognition, and clearance of inflammatory 
apoptotic cells, a fundamental step to the resolution of inflammation and initiation of tissue repair. This 
improvement of wound healing is associated with a reduction of inflammation in the wound. This 
decreased inflammation after aspirin treatment is linked to a switch of inflammatory macrophages 
towards M2c macrophages characterized by low expression of IL-12 and TNF-a inflammatory 
cytokines, and high expression of anti-inflammatory mediators, such as IL-10. This M2c phenotype 
participates in immunoregulation, matrix deposition, and tissue remodelling (Coleman and Alberts, 
2006; Gordon and Martinez, 2010; Koscso et al., 2013)].  
Previous studies have shown that aspirin inhibits the cyclooxygenase activity by serine acetylation but 
not the peroxidase activity of both COX-1 and COX-2. The acetylation of COX-2, prevents the 
formation of prostanoids (Sabat et al., 2010), but the acetylated enzyme remains active in situ to 
generate 15R-hydroxyeicosatetraenoic acid (15R-HETE) from arachidonic acid (Herschman, 1998; 
Lecomte et al., 1994). 15R-HETE is released and converted by activated inflammatory cells to the 15-
epi-lipoxins. These natural local mediators display potent antiinflammatory properties (ref). 
Surprisingly in our study, the 15-epi-LXA4 was not detected 5 days post-injury in the wound exudate of 
HFD diabetic mice treated with aspirin. Moreover, the 15-epi-LXA4 appears at a very low concentration 
in the tissue 7 days post-injury in diabetic mice. Unexpectedly, 7 days post-lesion, aspirin treatment 
promotes the generation of LXA4 related to a significant overexpression of 12/15-LOX and a 
downregulation of LTA4h. In 12/15-LOX–deficient diabetic mice, we demonstrated that the topical 
application of aspirin did not promote the closure of wounds, confirming that the effect of aspirin 
treatment in the improvement of wound healing is 12/15-LOX enzyme dependant. Thus, in our 
experimental condition, aspirin acts rather through 12/15-LOX and lipoxin production than via COX-2 
acetylation and 15-epi lipoxin production. In 12/15-LOX knockout diabetic and non-diabetic mice upon 
aspirin, acetylated COX-2, should improve the delayed wound healing through 15R-HETE and 15-epi-
lipoxin productions. The topical treatment of 12/15-LOX knockout diabetic mice, with 10 ng of LPS per 
wound (a potent inducer of COX-2) restores the beneficial effect of aspirin on the wound healing, 
suggesting that COX-2 is slightly express in the skin lesion during the topical aspirin treatment. 
As expected in 5-LOX–deficient diabetic mice, the improvement of wound healing by aspirin treatment 
was lost, demonstrating the key role of this enzyme in the effectiveness of aspirin treatment. 
Interestingly, the daily topical application of LTA4 (140 ng) restores the positive effect of aspirin on 
wound healing in 5-LOX-deficient diabetic mice. This result corroborated with the inhibition of LTA4 
hydrolase gene expression and LTB4 production in inflammatory exudates and in wound tissue 
observed in diabetic mice treated with aspirin. Thus, our results suggest that the exogenous LTA4 was 
preferentially metabolized in LXA4 through 12/15-LOX enzyme induced by aspirin treatment. 
Interestingly, our data showed for the first time that 12/15-LOX-deficient non-diabetic mice have an 
impaired wound healing similar to those of wild-type littermate diabetic mice. However, the deletion of 
5-LOX gene, slightly affects the wound healing of non-diabetic mice. These results highlight the 
importance of 12/15-LOX in the production of lipid mediators involved in the resolution of inflammation 
and hence in wound closure. 




The absence of wound healing delay in 5-LOX-deficient non-diabetic mice could be dependent on the 
decrease of inflammation correlated both to the absence of LTB4 release and to the increase of the 
anti-inflammatory AA metabolites production through 12/15-LOX activity. The impaired wound healing 
in 12/15-LOX-deficient diabetic mice comforts this hypothesis.  
The AA metabolites from the 12/15-LOX, including 15-HETE, are endogenous ligands of Peroxisome 
proliferator-activated receptors-α, -β/δ, -γ) (PPAR-α, and PPAR-β/δ, -γ) (Huang et al., 
1999; Limor et al., 2008; Naruhn et al., 2010; Serhan et al., 2000). These nuclear receptors, which 
exhibit different tissue distributions, control many cellular and metabolic processes. PPAR-α and 
PPAR-γ  were involved in lipid metabolism, energy homeostasis and inflammatory responses. 
(Abdelrahman et al., 2005; Bertin et al., 2013; Campbell, 2005; Kozak et al., 2002). PPAR-α and 
PPAR-β/δ contribute to epidermal maturation and repair of cutaneous wounds (Michalik et al., 2005; 
Montagner et al., 2011; Tan et al., 2004; Yang et al., 2008).  
However, in 12/15-LOX diabetic mice, PPAR nuclear receptors are not sufficient to improve wound 
healing. These results could result of decreased PPARs expression in diabetic context (Chong et al., 
2009; Hu et al., 2013; Kanie et al., 2003). In diabetic mice, aspirin treatment restores the 12/15-LOX 
induction and hence promotes PPARs activation through the production of endogenous ligands. 
In 12/15-LOX-deficient mice, the AA metabolism could be turn toward LTB4 production through the 5-
LOX and LTA4 hydrolase. Consequently, the inflammatory phase of wound healing process would be 
favoured to the detriment of its resolution. After aspirin treatment, LTA4 hydrolase is downregulated, 
promoting the 5-HETE release. The oxidation of this metabolite by 5-dehydrogenase 
hydroxyeicosanoïde in 5-oxo-ETE could aggravate the outcome of wound healing. Indeed, 5-oxo-ETE 
is highly chemoattractant for eosinophils (Michalik et al., 2001). Consistently in 12/15-LOX-deficient 
mice, we showed that aspirin treatment was poorly tolerated causing a robust delay of wound healing 
(data not shown).  
In conclusion, this work provides new data showing the positive effect of topical aspirin treatment in 
the improvement of cutaneous wound healing in diabetic context. Aspirin treatment promotes the influx 
of anti-inflammatory type 2 macrophages to injury site and consequently the efferocytosis of apoptotic 
cells in injury. Moreover, the topical application of aspirin accelerates the repair of full-thickness 
excisional wounds in diabetic mice through the decrease of LTB4 production correlated with an 
increase of LXA4 through 12/15-LOX over-expression. Thus, this pharmacological approach highlights 
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5. Utilisation d’acide acétylsalicylique pour la prévention et/ou le traitement des 
plaies du diabétique (ANNEXE 3 : FR 299 936) 
Les travaux réalisés durant cette thèse ont permis la publication le 26 Juin 2014 d’un troisième brevet 
portant sur l’utilisation topique d’acide acétylsalicylique pour la prévention et/ou le traitement des 
plaies du diabétique (Dardenne et al., 2014)(Dardenne et al., 2014). Nous montrons à travers des 
résultats complémentaires que l’aspirine utilisé à des concentration comprise entre 200 µM et 4800 
µM (soit entre 7,2.10-3 et 0,173 mg par cm2 pour une plaie d’1cm2) apporte un effet bénéfique sur la 
cicatrisation des plaies du patient diabétique. L’acide acétylsalicylique (ou l’un de ses sels) permet de 
rétablir une phase inflammatoire dite contrôlée (non prolongée et non exacerbée) et ainsi d’accélérer 
la cinétique de fermeture de la plaie.  














PARTIE 3  














Le travail réalisé au cours de cette thèse nous a permis de mettre en place une stratégie 
expérimentale permettant d’évaluer, in vivo, à l’aide de modèles murins spécifiques, les mécanismes 
cellulaires et moléculaires qui accompagnent la dérégulation du processus cicatriciel chez des 
animaux diabétiques de type 2. Cette approche nous a aussi permis de mettre en place et d’évaluer 
une stratégie pharmacologique permettant d’accélérer la vitesse de cicatrisation dans ce contexte de 
diabète.  
 
1. Mise en place d’un nouveau dispositif expérimental 
La majorité des travaux portant sur la cicatrisation des plaies s’appuient essentiellement sur des 
modèles expérimentaux in vitro plus ou moins complexes ou sur des études histologiques chez 
l’animal. Si ces études ont permis des avancées significatives dans la compréhension des 
mécanismes intervenant lors de la fermeture des plaies, de nombreux aspects restent non élucidés. 
Au cours de nos recherches, nous nous sommes attachés à explorer les mécanismes cellulaires et 
moléculaires impliqués dans la phase exsudative inflammatoire et dans la phase de résolution de 
l’inflammation.  
La première difficulté que nous avons rencontrée a été la mise en place d’une méthode expérimentale 
nous permettant de suivre les étapes initiales de la réaction inflammatoire. Celles- ci étant 
déclenchées quelques heures après la réalisation de la lésion cutanée, la seule analyse de tissus 
cicatriciel permettait pas de suivre intégralement les phases exsudatives précoces. En effet, dès la 
réalisation de la plaie par excision de la peau (sur une surface de 78mm2) nous avons observé une 









Notre premier objectif a été de mettre en place une stratégie expérimentale permettant (i) de suivre 
l’infiltration cellulaire au niveau de la lésion cutanée (ii) de caractériser les différents phénotypes des 
cellules inflammatoires au cours de la progression de la phase inflammatoire exsudative. Dans ce 
contexte, il était difficile de suivre l’évolution de ces paramètres lorsque la plaie était protégée par un 
pansement. En effet, l’absorption des cellules et médiateurs par le pansement rendait l’analyse de la 
phase exsudative impossible.  
La récupération des cellules effectrices et des médiateurs inflammatoires nécessitait la mise en place 
autour de la lésion d’un dispositif permettant de collecter l’exsudat inflammatoire afin d’étudier la 
cinétique d’infiltration des cellules et des médiateurs. De tels dispositifs avaient déjà été utilisés dans 
d’autres études. Ils étaient implantés de manière invasive au niveau de la lésion cutanée (Sorg et al., 
2007; Steinstraesser et al., 2010). Nous avons exclu de tels dispositifs contraignants pour l’animal et 
Tableau 42 :  
Volume de l’exsudat prélevé et 
infiltration cellulaire. – absence 
d’exsudation ; +/- Suintement ; + 
Volume inférieur à 50μl ; ++ 
Volume compris entre 50 μl et 
200 μl ; +++ Volume supérieur à 
200 μl. Les valeurs représentent 
le nombre moyen des cellules 
contenues dans l’exsudat 
inflammatoire.  




pouvant entraîner des variations au niveau des paramètres inflammatoires et pouvant modifier le 
déroulement du processus cicatriciel.  
Ainsi, notre premier objectif a été de développer une chambre de cicatrisation innovante, parfaitement 
adaptée et conçue pour l’étude des mécanismes précoces et tardifs régissant la cicatrisation 
(Dardenne et al., 2013b). Ce dispositif a pu être réalisé au laboratoire et il a progressivement évolué 
grâce à la technologie de l’impression de petits objets à l’aide d’une imprimante 3D. Ce dispositif non 
invasif devait être biocompatible et ne pas aggraver la lésion lors de son implantation sur l’animal. Il 
devait être supporté par l’animal tout au long du processus cicatriciel et ne pas perturber son 
comportement. De par sa conception et sa fixation par adhésion sur le pourtour de la lésion, cette 
chambre devait protéger la plaie et permettre de recueillir l’ensemble des effecteurs produits au 
niveau de la plaie sans altérer la cinétique de cicatrisation. Il devait permettre d’injecter à travers un 
septum des traitements. La partie supérieure du dispositif devait être amovible de manière à permettre 
le contrôle journalier de l’évolution de la plaie et de faciliter l’archivage photographique et le traitement 
d’images (Dardenne et al., 2013a). Elle devait aussi permettre les échanges gazeux évitant tout risque 
de macération, d’hypoxie et en protégeant la plaie de l ‘environnement extérieur. 
2. Choix du modèle murin pour les études in vivo 
Le deuxième point a été le choix du modèle expérimental murin d’animaux diabétiques. Malgré 
l’apparition de nouveaux modèles, comme par exemple les souris NONcNZO10/LtJ notre choix s’est 
orienté vers les souris db/db. En effet, le diabète des souris NONcNZO10/LtJ était la conséquence de 
mutations polygéniques et était encore mal caractérisé (Fang et al., 2010; Leiter et al., 2013). Le 
diabète de type 2 des modèles murins les plus utilisés aujourd’hui est dû à des mutations 
monogéniques dans lesquelles le gène codant pour la leptine (souris ob/ob) ou pour son récepteur 
obR1 (souris db/db) sont invalidés. Le modèle db/db est caractérisé par des troubles du métabolisme 
glucidique (Garris and Garris, 2003) qui conduisent à un excès de glucose plasmatique (Hummel et 
al., 1966) et à l’apparition d’un syndrome d’obésité (Gao et al., 2004). Ces particularités font de ces 
souris des modèles de choix dans l’étude de la cicatrisation dans un contexte de diabète de type II. 
On retrouve une grande partie de ces particularités également chez le modèle ob/ob (Coleman and 
Hummel, 1973), avec toutefois la présence d’un état diabétique non systématique.  
Dans ce travail, nous avons choisi de ne pas utiliser systématiquement ces modèles de souris 
génétiquement modifiées. En effet, des données récentes suggèrent que la leptine, connu pour jouer 
un rôle de premier plan dans la fonction de régulation de la prise alimentaire, serait également 
impliquée dans les phases tardives de la cicatrisation. Cette adipokine jouerait un rôle modulateur 
prédominant dans les étapes de néosvascularisation et de réépithélialisation (Frank et al., 2000; Lin 
and Yan, 2007; Murad et al., 2003; Wen et al., 2012). Ainsi, avec le modèle db/db, il devenait alors 
difficile de déterminer la part de la dérégulation du processus inflammatoire dans le retard de 
cicatrisation chez le diabétique de type 2 si l’absence de leptine peut altérer les étapes finales de 
fermeture de plaie.  
Dans ce contexte, afin de nous rapprocher de la physiopathologie du diabète de type 2 et de réduire 
l'impact de la leptine dans le processus de guérison, la plupart de nos études ont aussi été réalisées 
sur des souris rendues diabétiques après 16 semaines de régime riche en graisses (HFD). Ce diabète 
d’origine nutritionnelle est comparable à celui que l’on peut rencontrer chez l’homme. Il présente 
comme caractéristiques principales une résistance à l'insuline et une forte hyperglycémie (Figure 43). 
Ce type d’alimentation riche en graisses saturées (saindoux) permet d’induire des retards de 
cicatrisation retrouvés au cours du diabète de type 2 (Nascimento and Costa, 2006). Il est important 




de souligner que ces modèles expérimentaux ne reproduisent pas de manière parfaite les plaies 
chroniques caractéristiques des patients diabétiques. Ceci étant certainement dû aux réactions 
inflammatoires de plus faible intensité chez la souris que chez l’homme (Seitz et al., 2010). Ainsi, dans 
tous les modèles murins diabétiques utilisés, la fermeture complète de la lésion cutanée est toujours 
observée. Finalement, nous arrivons à reproduire l’allongement de la durée de la cicatrisation, comme 
rencontrée chez de nombreux patients diabétiques, sans pour autant parvenir à la génération d’une 
plaie chronique qui ne cicatrise pas. 
La comparaison des cinétiques de cicatrisation des souris en régime HFD et de souris nourries avec 
un régime standard (NC) montre un délai de fermeture des plaies de plusieurs jours entre les souris 
HFD diabétiques (HFD) et non diabétiques (NC). Ainsi la fermeture de la plaie chez l’animal non 
diabétique prend environ 14 jours alors que pour l’animal diabétique le processus cicatriciel perdure 
au-delà de 18 jours. Toutefois, ce délai de fermeture des plaies est moins prononcé entre les souris 
HFD et NC qu’entre les souris diabétiques db/db et les souris hétérozygotes db/+ non diabétiques, 
avec une fermeture totale de la lésion pouvant prendre jusqu’ 25 jours. Cette différence peut être due 
d’une part à l’effet de l’absence de leptine lors de la phase tardive de cicatrisation mais aussi à une 
phase inflammatoire plus longue chez les souris db/db que chez les souris HFD. Finalement, ces deux 
modèles murins apparaissent complémentaires dans le cadre d’études du processus cicatriciel chez 
























Figure 43 : Validation du modèle de diabète nutritionnel induit (HFD). a-d) Comparaison des poids entre les 
souris diabétiques (Db/Db et HFD) et non diabétiques (Db/+ et NC). b) Glycémie à jeun des souris Db/+ et Db/Db. c-d) 
Insulinémie des souris diabétiques (Db/Db et HFD) et non diabétiques (Db/+ et NC). e) IPIST réalisée à jeun par 
injection d’insuline (0,5U par kg). g) IPIGTT réalisée à jeun par injection d’une solution saline (NaCl) à 20% de 
glucose (1g par kg). ★ Significativité P<0,01 entre les souris Db/Db comparées aux souris Db/+ et entre les souris 
HFD comparées au souris NC 
 




3. Les macrophages dans la résolution de la phase inflammatoire de la cicatrisation 
Afin de limiter l’extension des dégâts tissulaires au cours d’un processus inflammatoire, les cellules 
inflammatoires, notamment les PNNs, doivent être rapidement éliminées. Pour cela, ces cellules 
inflammatoires doivent rentrer rapidement en apoptose et être éliminées par efférocytose par des 
macrophages. Le processus d’efférocytose évite une nécrose secondaire qui amplifierait l’état inflammatoire 
de la plaie (Majno and Joris, 1995). Dans le cadre du diabète, de précédentes études ont pu mettre en 
évidence une infiltration de PNNs anormalement importante durant la phase inflammatoire du processus 
cicatriciel (Wetzler et al., 2000).  
Notre dispositif non invasif nous a permis de récupérer l'exsudat inflammatoire produit au niveau de la plaie 
dès les premiers jours après lésion et de déterminer les caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles des 
cellules qui le composent. Ainsi, nous avons pu confirmer que l’exsudat récolté chez les souris HFD 
diabétiques présentait une population de PNNs beaucoup plus importante que dans l’exsudat des souris non 
diabétiques (NC). Cet exsudat inflammatoire des souris diabétiques persiste également jusqu’à 7 jours après 
la lésion contrairement aux souris NC. Plusieurs faits concourent au retard de l’arrêt de l’inflammation chez 
les souris diabétiques. Ainsi, nous avons observé un taux plus élevé de LTB4 dans l’exsudat et dans le tissu 
des animaux diabétiques.  
Nous avons aussi établi que le nombre plus élevé de neutrophiles dans l’exsudat des souris diabétiques était 
corrélé à d’un défaut d’afflux de macrophages. De par leur plasticité phénotypique et fonctionnelle les 
macrophages participent à l’initiation et à l’arrêt de l’inflammation, notamment à travers l’élimination des 
cellules apoptotiques. Des études réalisées in vitro ont montré clairement que les macrophages provenant de 
plaies de souris diabétiques db/db présentaient un défaut de clairance des cellules apoptotiques (Khanna et 
al., 2010). Nous montrons que les macrophages de l’exsudat des plaies de souris diabétiques présentent un 
défaut d’efférocytose des neutrophiles apoptotiques corrélé à un défaut d’expression du CD36. Ces données 
établies in vivo, confirment les dérégulations phénotypiques et fonctionnelles des monocytes/macrophages 
de sujets diabétiques établies par ailleurs (Cucak et al., 2014).  
Dans des études précédentes, nous avions établi qu’un régime hyperlipidique diabétogène entrainait une 
polarisation M2b des macrophages péritonéaux de souris (TNF-a high, IL-10high, MR+, Dectin-1+) (Lefevre et al., 
2010a). Nous montrons ici, une forte proportion de macrophages inflammatoires M1 et M2b dans l’exsudat 
des souris diabétiques. Cette infiltration au niveau de la plaie de macrophages à potentialité inflammatoire 
s’accompagne d’un défaut d’apparition de macrophages impliqués dans la résolution de l’inflammation.  
S’il est admis aujourd’hui que les macrophages évoluent au cours du processus cicatriciel de macrophages 
pro-inflammatoires M1 activés classiquement vers des macrophages M2 qui contribuent à la résolution de 
l’inflammation et la réparation tissulaire (Brancato and Albina, 2011), il est encore mal compris quelles sont 
les caractéristiques phénotypiques des macrophages qui favorisent ces deux étapes clés de la cicatrisation. 
En effet, des travaux récents n’ont pas permis d’établir l’effet bénéfique des macrophages M2a et M2c dans 
l’amélioration du processus cicatriciel chez les sujets diabétiques (Jetten et al., 2014). Ces auteurs ont montré 
que l’injection au niveau des lésions cutanées de macrophages polarisés in vitro avec l’IL-4 (M2a) ou avec 
l’IL-10 (M2c) retarde la fermeture des plaies chez les souris diabétiques db/db. Cependant, il est légitime de 
penser que la polarisation des macrophages réalisée « in vitro » ne tient pas compte de la complexité de 
l’environnement cicatriciel rencontré in vivo, (présence de PNNs apoptotiques, cytokines pro- et ou anti-
inflammatoires et autres facteurs de croissance). Ainsi, les macrophages polarisés in vitro M2a par l’IL-4 ou 
M2c par l’IL-10 ne sont pas forcément l’image des macrophages anti-inflammatoires ou réparateurs présents 
sur le site lésionnel. Cela confirme la complexité de la polarisation des macrophages dans un contexte 
cicatriciel (Figure 44). 














La résolution de l’inflammation initiée par un certain nombre de médiateurs d’origine lipidique 
conditionne le bon déroulement des phases plus tardives du processus cicatriciel. Les médiateurs 
impliqués dans la résolution de l’inflammation, produits entre autres par des macrophages M2, 
proviennent du métabolisme des acides gras polyinsaturés comme notamment de l’acide arachidonique 
(Serhan, 2014). Notre modèle expérimental nous a permis de mettre en évidence une dérégulation de 
l’équilibre entre les médiateurs lipidiques pro-inflammatoires (LTB4) et anti-inflammatoires (LXA4) chez 
les animaux diabétiques. En effet, nous observons une augmentation plus importante du LTB4, qui 
perdure dans le temps chez ces animaux. Le fort pouvoir chimioattractant du LTB4 pour les neutrophiles 
soutient l’hypothèse d’un afflux plus important des PNNs sur le site lésionnel. L’augmentation de la 
production de LTB4 chez les diabétiques est associée à une surexpression du gène codant pour la LTA4 
hydrolase, enzyme clé pour la synthèse du LTB4. De manière intéressante, chez les souris non 
diabétiques, l’orientation du métabolisme de l’AA vers la production de LXA4 se fait au dépend de la 
production de LTB4 et s’accompagne d’une baisse d’expression de la LTA4 hydrolase. Ces observations 
vont dans le sens d’une altération de la balance LXA4/LTB4, qui conditionnerait la persistance de 
l’inflammation au niveau de la lésion des souris diabétiques.  
  
Figure 44 : Le macrophage dans la résolution de l’inflammation. 
 




4. Le traitement des plaies par l’aspirine améliore le processus cicatriciel des souris 
diabétiques 
Dans notre modèle expérimental, le retard de cicatrisation des animaux diabétiques s’accompagne d’un 
retard de la phase de résolution de l’inflammation. Pour accélérer le processus cicatriciel de ces 
animaux diabétiques, nous avons ciblé la phase inflammatoire par approche pharmacologique originale. 
Pour cela, nous avons choisi d’utiliser l’aspirine appliquée par voie topique à faible dose au niveau de la 
plaie. L’aspirine qui inhibe la production des prostanoïdes, favorise, à la différence des autres anti-
inflammatoires non-stéroïdiens, la voie de synthèse de médiateurs lipidiques capables de déclencher la 
résolution de l’inflammation (Serhan, 2005). L’administration d’aspirine par voie topique, devrait 
permettre d’obtenir une synthèse locale d’épi-lipoxines via l’axe métabolique COX-2/5-LOX (Claria and 
Serhan, 1995; Serhan, 1997). Ces épi-lipoxines sont capables, comme les lipoxines, de favoriser 
l’apoptose de cellules inflammatoires et leur élimination via des macrophages polarisés M2 exprimant 
fortement les récepteurs scavenger (Mitchell et al., 2002). L’intérêt d’utiliser la voie topique pour 
administrer l’aspirine était validé par des données de la littérature qui montraient que des patchs 
contenant des doses faibles d’aspirine (80mg) permettaient le passage transdermique de l’aspirine, et 
que celui-ci conservait ses propriétés pharmacologiques après passage transdermique (McAdam et al., 
1996).  
Outre les effets de l’aspirine sur la muqueuse digestive (Wallace, 2005), peu d’études ont exploré 
l’effet de l’aspirine sur la cicatrisation des plaies cutanées. Une étude récente (dos Santos and Monte-
Alto-Costa, 2013) montre que l’aspirine administrée à forte dose (25mg/kg de poids corporel/jour) à 
des souris femelles ralentie la vitesse de cicatrisation de plaies cutanées en réduisant la production 
d’œstrogènes. L’aspirine n’a pas d’effet chez les souris mâles. Des retards de cicatrisation induits par 
l’aspirine avaient déjà été évoqués (Lee, 1968; Lee and Tong, 1969) lorsque cette molécule était 
administrée par voie orale à très forte dose. Inversement, l'administration quotidienne par voie orale 
de 300 mg d'aspirine réduit le temps de cicatrisation des ulcères des membres inférieurs chez des 
patients avec une insuffisance veineuse chronique (del Rio Sola et al., 2012).  
Une des spécificités de l’aspirine est liée à un changement de mécanisme d’action en fonction de la 
concentration à laquelle elle est utilisée. Les effets bénéfiques de l’aspirine (effet antiagrégant 
plaquettaire, résolution de l’inflammation) apparaissent à faible dose. Les fortes doses d’aspirine 
peuvent réduire les effets bénéfiques de cette molécule (Bradlow and Chetty, 1982; Coleman and 
Alberts, 2006). Afin de promouvoir la synthèse de lipides bioactifs anti-inflammatoires, nous avons 
choisi une administration topique d’aspirine à faible dose (entre 10 et 40μg/plaie/jour). Cette dose est 
équivalente à un maximum de 80mg/jours pour une personne adulte. Le traitement des plaies a été 
commencé à partir de J3 post-lésion. Ce temps correspond à la fin de la phase inflammatoire du 
processus cicatriciel des souris non diabétiques. En effet, pour que l’aspirine déclenche la production 
d’épi-lipoxines, il faut que l’inflammation soit installée, que la cyclooxygénase-2 s’exprime et qu’elle 
soit acétylée.  
De manière intéressante, nos résultats montrent pour la première fois que l’application topique de 
l’aspirine (entre 10 et 40 μg/plaie/jour) favorise la fermeture des plaies chez les souris diabétiques. 
Ces données font l’objet d’un brevet publié (Dardenne et al, 2014c). Des doses supérieures d’aspirine 
ont des effets délétères et retardent la cicatrisation. L’aspirine induit l’expression du CD36 des 
macrophages de souris diabétiques. Nous montrons que cette induction favorise l’efférocytose des 
PNNs par ces macrophages et contribue ainsi à diminuer l’état inflammatoire de la plaie. Des gènes 




caractéristiques d’une polarisation M2c des macrophages (IL-10, YM1 et récepteur CCR2) sont aussi 
fortement induits lors du traitement des plaies des souris diabétiques par l’acide acétylsalicylique.  
Ainsi, nos travaux apportent de nouvelles données illustrant l’effet de l’aspirine administrée par voie 
topique au niveau du site lésionnel à promouvoir l'apparition de macrophages de type 2 à potentiel 
anti-inflammatoire. D’autres études seront nécessaires pour déterminer plus précisément le 
phénotype des macrophages polarisés par l’aspirine et pour établir si ces macrophages proviennent 
de macrophages nouvellement recrutés ou de macrophages déjà présents au sein de la lésion 
cutanée. 
 
5. L’aspirine améliore le processus cicatriciel des animaux diabétiques via un 
mécanisme original impliquant la 5-lipoxygénase et la 12/15-lipoxygénase 
Il est admis classiquement que l’aspirine agit sur l’orientation du métabolisme des AGPI, notamment 
de l’AA, via l’acétylation de l’activité cyclooxygénase de COX-2 tout en préservant l’activité 
peroxydase de l’enzyme. Ainsi, l’aspirine favorise via COX-2 acétylé la génération de 15(R)-HETE 
(Lecomte et al., 1994). Ce métabolite est un substrat de la 5-LOX et contribue à la production de 15-
épi-LXA4 (Figure 45A) ayant les propriétés anti-inflammatoires de la LXA4 (Takano et al., 1997). De 
manière surprenante la 15-épi LXA4 n’a pas été détectée dans l’exsudat des souris diabétiques 
traitées par l’aspirine J5 post lésion. De plus, la 15-épi LXA4 reste à un niveau très faible dans le tissu 
à J7 post lésion chez ces souris diabétiques. Inversement, de manière inattendue l’aspirine favorise la 
production de LXA4 à J7 post-lésion corrélée avec une surexpression du gène codant pour la 12/15-

















Figure 45 : Mécanisme d’action de l’aspirine et modulation du métabolisme de l’AA chez les animaux diabétiques. 
A) L’acétylation de COX-2 par l’aspirine permet la production préférentielle à partir d’AA de 15(R)-HpETE et de 15-epi-
LXA4/LXB4 et non plus de PGG2/PGH2 à l’origine des nombreux prostanoïdes. Chez les souris diabétiques cette voie 
métabolique ne semble pas être fonctionnelle. B) Chez les souris diabétiques, l’administration d’aspirine a pour 
conséquence l’induction de la 12/15-LOX, pour donner du15(S)-HpETE à l’origine de la synthèse des lipoxines. A travers 
ce mécanisme original, l’aspirine agirait préférentiellement sur la cicatrisation via la production de lipoxines (LXA4) et non 
pas de 15-epi-LXA4. C) Dans le cadre du diabète, l’axe 5-LOX /LTA4h est privilégié (forte production de LTB4). L’action 
combinée de l’aspirine à la fois sur l’inhibition de la LTA4h et sur l’induction de la 12/15-LOX favorise d’autant plus, la 
génération de lipoxines. 
 




Au vu de ces résultats et afin de comprendre les mécanismes d’action de l’aspirine dans notre modèle 
expérimental, nous avons utilisé des modèles murins invalidés pour les gènes codant pour la 5-LOX 
et pour la 12/15-LOX. L’étude de la cinétique de fermeture des plaies cutanées de souris dont le gène 
codant la 5-LOX est invalidé nous a permis de démontrer que l’absence de cette enzyme supprime 
l’efficacité du traitement à l’aspirine sur le processus cicatriciel des souris diabétiques (Figure 46A). 
Le rétablissement de l’effet de l’aspirine sur des souris invalidées pour la 5-LOX par l’application 
topique journalière de 140ng de LTA4 confirme l’implication de la 5-LOX dans l’effet de l’aspirine. De 
plus, comme la LTA4 hydrolase et la production du LTB4 (exsudat et tissu) sont inhibées par le 
traitement à l’aspirine, le LTA4 exogène appliqué sur les plaies doit être préférentiellement métabolisé 
en LXA4 via la 12/15-LOX (Figure 46B). 
L’étude sur des souris diabétiques dont le gène codant pour la 12/15 LOX est invalidé montre 
l’importance de cette enzyme dans le mécanisme d’action de l’aspirine sur le processus de 
cicatrisation. En effet, l’étude de la cinétique de fermeture des plaies cutanées montre clairement que 
l’absence de cette enzyme supprime l’efficacité du traitement à l’aspirine. Ainsi, dans nos conditions 
expérimentales, l’aspirine agirait préférentiellement via la 12/15-LOX et la production de lipoxines, 
plutôt que via l’acétylation de COX-2 et la production de 15-épi lipoxines. En effet en présence de 
COX-2 l’aspirine aurait dû corriger le retard de cicatrisation des souris diabétiques et non diabétiques 
même chez les souris invalidées pour la 12/15-LOX. Le traitement des plaies des souris diabétiques 
invalidées pour la 12/15 LOX avec 10 ng de LPS (un puissant inducteur de COX-2) restaure en partie 
l’effet bénéfique de l’aspirine (FIGURE 46E). Ces données suggèrent que la faible production de 15-


















Figure 46 : Métabolisme de l’AA dans les modèles murins 5-LOX KO et 12/15-LOX KO A) L’invalidation de la 5-LOX 
bloque la génération de LTB4 pro-inflammatoire mais également la synthèse des lipoxines à potentialités anti-
inflammatoires. L’AA, via la 12/15 lipoxygénase fonctionnelle, va être métabolisé en 15(S)-HPETE. B) L’administration 
d’aspirine induit la 12/15-LOX, et favorise la synthèse de 15(S)-HpETE qui n’est pas un facteur suffisant pour favoriser la 
cicatrisation chez les souris 5-LOX KO diabétiques. L’ajout de LTA4 sur la plaie, conduit à la production préférentielle de 
LTB4 chez les souris diabétiques. L’aspirine, qui inhibe à la fois la LTA4h et induit la 12/15-LOX, promeut la génération de 
lipoxines. C) L’invalidation de la 12/15 LOX a pour conséquence d’une part de favoriser les voies métaboliques à caractère 
inflammatoires via la production de LTB4 et de 5-OXO-ETE et d’autre part de supprimer la synthèse des lipoxines. D) 
L’aspirine n’a pas d’effet bénéfique sur la cicatrisation des souris 12/15-LOX KO diabétiques et non diabétiques. 
L’inhibition de la LTA4h par l’aspirine n’est pas suffisante pour améliorer la cicatrisation. E) L’ajout de LPS pour induire 
COX-2, permet de retrouver l’effet bénéfique de l’aspirine sur la fermeture des plaies. La génération d’épi-lipoxines devra 
être démontrée. 




Finalement, le mécanisme de l’aspirine sur la vitesse de cicatrisation des souris diabétiques implique à 
la fois la 5-LOX et la 12/15-LOX. L’induction de la 12/15-LOX par l’aspirine est une donnée nouvelle que 
nous avons pu valider in vitro sur des macrophages péritonéaux de souris. Il nous reste à établir in vitro 
et in vivo que cette induction implique des macrophages M2. En effet, il est établi que les macrophages 
polarisés M2a par IL-13 et l’IL-4 sont caractérisés par une forte induction de la 12/15-LOX (Nassar et al., 
1994; Wuest et al., 2012; Yang et al., 2002). Une défaillance de différentiation des macrophages vers un 
phénotype M2a/c, comme cela est rencontré chez les souris diabétiques, pourrait entrainer un défaut 
d’expression de la 12/15 LOX et ainsi un défaut de résolution de l’inflammation.  
 
6. LA 12/15 LIPOXYGENASE EST UNE ENZYME CLEF DU PROCESSUS CICATRICIEL  
De manière intéressante, nos travaux montrent pour la première fois que les souris invalidées pour 
12/15-LOX non diabétiques ont un défaut de cicatrisation comparable à celui des souris diabétiques 
sauvages ; alors que la délétion du gène de la 5-LOX a une incidence plus limitée sur la cicatrisation des 
animaux non diabétiques. Ces résultats soulignent l’importance de la 12/15-LOX dans la production de 
médiateurs lipidiques impliqués dans la résolution de l’inflammation et la fermeture de la plaie.  
L’exacerbation limitée de la phase inflammatoire du processus de cicatrisation chez les souris invalidées 
pour 5-LOX non diabétiques pourrait résulter de la production, via la 12/15-LOX, de métabolites de l’AA 
ayant des propriétés anti-inflammatoires et favorisant la cicatrisation. En effet, les métabolites de l’AA 
provenant de la 12/15-LOX, notamment le 15-HETE, sont des ligands des isotypes des Peroxisome 
proliferator-activated receptors-α-β-δ-γ (PPAR-α ;PPAR-β/δ et PPAR-γ (Huang et al., 1999; Kozak et al., 
2002; Limor et al., 2008; Naruhn et al., 2010). Ces récepteurs nucléaires dont l’activité est induite par 
des ligands de nature lipidique contrôlent de nombreux processus cellulaires et métaboliques. Les 3 
isotypes (alpha, beta/delta et gamma) qui présentent des distributions tissulaires différentes remplissent 
des fonctions spécifiques. PPAR-α et PPAR-γ contrôlent le métabolisme lipidique, l'homéostasie 
énergétique et les réponses inflammatoires. Ils sont impliqués dans le contrôle de maladies chroniques, 
telles que le diabète, l'obésité et l'athérosclérose (Abdelrahman et al., 2005; Bertin et al., 2013; 
Campbell, 2005; Yang et al., 2008). PPAR-α, PPAR-β/δ contribuent à la maturation épidermique et à la 
réparation des plaies cutanées (Chong et al., 2009; Michalik et al., 2005; Montagner et al., 2011; Tan et 
al., 2004). Cependant, chez les souris diabétiques, l’axe 12/15-LOX/PPARs n’est pas suffisant, même 
en présence d’aspirine, pour améliorer la cicatrisation. Ces résultats peuvent s’expliquer par un défaut 
d’expression des récepteurs PPARs qui pourrait rendre ce mécanisme de compensation inefficace (Hu 
et al., 2013; Kanie et al., 2003; Michalik et al., 2001). Dans ce cas, l’apport de LTA4 est nécessaire pour 
compenser l’absence de 5-LOX et améliorer la fermeture des plaies via la production de lipoxines.  
Dans le cas des souris invalidées pour la 12/15-LOX, le métabolisme de l’AA pourrait être dévié vers la 
production de LTB4 via la 5-LOX et la LTA4 hydrolase (FIGURE 43C). La phase inflammatoire serait 
alors favorisée au détriment de son arrêt. Dans le cas d’un traitement par l’aspirine, la LTA4 hydrolase 
est inhibée, le métabolisme de l’AA pourrait alors être dévié vers la synthèse de 5-HETE. Ce métabolite 
lipidique pourrait être oxydé par la 5-hydroxyeicosanoïde déshydrogénase (5-HEDH) en 5-OXO-ETE 
(FIGURE 43D). Cette molécule est fortement chimioattractante pour les éosinophiles (Powell and 
Rokach, 2013). Elle pourrait être à l’origine d’une réaction inflammatoire mal contrôlée qui pourrait alors 
s’amplifier dans le temps. En effet, nous avons constaté que le traitement par l’aspirine est mal supporté 
après une semaine d’application chez des souris dont le gène codant pour la 12/15-LOX est invalidé. A 
terme nous observons une mortalité plus élevée dans les groupes 12/15 LOX KO traités à l’aspirine. 
 




7. CONCLUSION ET PERSPECTIVE  
En résumé, le développement d’un nouveau dispositif expérimental nous a permis d’établir que le 
retard de cicatrisation chez la souris diabétique prend son origine dans un processus inflammatoire 
non contrôlé caractérisé par (i) une persistance des polynucléaires neutrophiles, (ii) un défaut de 
polarisation des macrophages ainsi que leur dérégulation fonctionnelle, notamment de leur capacité 
d’efférocytose des cellules inflammatoires apoptotiques.  
De plus, nos travaux suggèrent que le métabolisme de l'acide arachidonique des souris diabétiques 
serait dérégulé, avec à la fois une augmentation de la synthèse de lipides bioactifs pro-inflammatoires 
(LTB4) et une diminution de la production des lipides bioactifs anti-inflammatoires (lipoxines).  
L'application topique d’une dose faible d’aspirine (entre 10 et 40μg/plaie/jour) accélère la fermeture 
des plaies chez les animaux diabétiques. Ce traitement favorise l’induction de la 12/15-LOX et la 
génération de macrophages M2 ayant un fort potentiel anti-inflammatoire. Ces macrophages, via leur 
activité d’efférocytose, participent au contrôle de l’inflammation et à la génération de nombreux 
médiateurs anti-inflammatoires.  
Ce travail, souligne l'importance de la modulation, via l’aspirine, de la voie de la 12/15-LOX qui 
associée à la 5-LOX produirait des lipoxines aux propriétés pro-apoptotiques et anti-inflammatoires. 
Ces données nous ont amenés à déposer un brevet en vue d’utiliser une application topique de 
faibles doses d’aspirine pour contrôler la phase inflammatoire du processus cicatriciel et favoriser la 
cicatrisation de plaies chronique chez le patient diabétique.  
Toutefois, bien que l’utilisation de modèles murins, que ce soit en recherche fondamentale ou en 
recherche préclinique, présente de nombreux avantages dans l’étude des mécanismes cellulaires et 
moléculaires de cicatrisation, il est important de prendre en compte les limites de ces modèles 
expérimentaux. Ces limites sont dues aux particularités spécifiques de la peau de souris par rapport à 
la peau humaine (Galiano et al., 2004). En effet il existe des changements dans la cinétique de 
cicatrisations entre la souris et l’homme.  
Les résultats que nous avons obtenus sur des modèles murins nous permettent de mieux comprendre 
les mécanismes physiopathologiques de cicatrisation des plaies dans un contexte de diabète de type 
2. Ils nous ont aussi permis d’identifier une nouvelle cible thérapeutique : la réorientation du 
métabolisme des AGPI à travers la polarisation des macrophages. Cette cible thérapeutique 
devra être validées chez des patients diabétiques. 
Notre stratégie pharmacologique a permis de montrer que l’effet bénéfique d’une application topique à 
faible dose d’aspirine sur la cicatrisation des plaies du sujet diabétique implique un mécanisme 
d’action original : génération de LXA4 et non de 15-epi-LXA4. Ce mécanisme implique un rôle central 
de la 12/15-LOX. L’étude des médiateurs lipidiques produits par les souris invalidées pour la 5-LOX 
ou pour la 12/15 nous permettra de valider nos précédentes conclusions. Nous préciserons également 
pourquoi l’aspirine ne génère pas de 15-épi-LXA4. Nous déterminerons si la voie COX-2 /15-épi-LXA4 
via l’induction préalable de COX-2 pourrait aussi de favoriser le processus cicatriciel des plaies des 
sujets diabétiques. Finalement, notre stratégie expérimentale suggère que la LXA4 est le métabolite de 
l’AA indispensable au bon déroulement de la cicatrisation. L’application topique de LXA4 sur des 
plaies de patients diabétiques devrait valider nos résultats et ouvrir de nouvelles perspectives de 
traitements.  
Il est connu qu’outre les épi-lipoxines produite via COX-2 acétylé ou les lipoxines produites via la 
12/15 lipoxygénase, d’autres médiateurs lipidiques aux potentialités anti-inflammatoires peuvent être 




produits via ces deux enzymes. Ces médiateurs (resolvines, protectines) ont pour origine des AGPI n-
3 tels que l’EPA et le DHA. Il sera donc intéressant de déterminer si un régime alimentaire riche en 
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@ DISPOSITIF NON-INVASIF, DESTINE A RECUEILLIR LES EXSUDATS D'UNE PLAIE, SON UTILISATION ET KIT 
COMPRENANT LEDIT DISPOSITIF. 
@ La présente invention porte sur un dispositif (1) non-
invasif permettant de recueillir les exsudats d'une plaie com-
prenant une chambre (2) ayant une paroi latérale (3), une 
extrémité inférieure (4) ouverte et une extrémité supérieure 
(5), une ouverture d'accès étant disposée sur l'extrémité su-
périeure (5) et/ou sur la paroi latérale (3) de ladite chambre 
(2), ledit dispositif (1) étant destiné à être en contact avec la 
peau autour de la plaie lors de son utilisation par l'intermé-
diaire d'une interface (7); sur ses utilisations et sur un kit 
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DISPOSITIF NON-INVASIF, DESTINE A RECUEILLIR LES EXSUDATS D'UNE 
PLAIE, SON UTILISATION ET KIT COMPRENANT LEDIT DISPOSITIF 
Domaine d'application : 
La présente invention concerne un dispositif médical 
5 permettant de recueillir facilement les exsudats issus d'une plaie 
afin de les analyser en temps réel, permettant alnsl un sulvl 
cellulaire, biochimique et moléculaire de l'avancée de la 
cicatrisation de la plaie, et qui permet également d'observer 
visuellement l'évolution de la cicatrisation d'une plaie. 
10 Art Antérieur : 
La cicatrisation d'une plaie est un processus 
physiopathologique naturel, les tissus humains et animaux étant 
capables de réparer des lésions localisées par des processus de 
réparation et de régénération qui leur sont propres. 
15 La rapidité et la qualité de la cicatrisation d'une plaie 
dépendent de l'état général de l'organisme atteint, de l'étiologie 
de la plaie, de l'état et de la localisation de la plaie, et de la 
survenue ou non d'une infection, ainsi que des facteurs génétiques 
prédisposant ou non à des troubles de la cicatrisation. 
20 La cicatrisation naturelle d'une plaie se déroule 
principalement selon trois phases successives, chacune de ces 
phases étant caractérisée par des activités cellulaires 
spécifiques qui font progresser le processus de réparation selon 
des séquences chronologiques précises : la phase inflammatoire, la 
25 phase de granulation (ou phase proliféra ti ve), et la phase de 
maturation, donnant l'aspect définitif de la cicatrice. 
La première phase, la phase inflammatoire, débute dès la 
rupture des vaisseaux sanguins qui déclenche la formation d'un 
caillot (coagulation du sang) principalement composé de fibrine et 
30 de fibronectine, et qui va constituer une matrice provisoire. 
Cette matrice comble en partie la lésion et va permettre la 
migration au seln de la zone lésée des cellules inflammatoires 
recrutées pour assurer la détersion de la plaie. Les plaquettes 
présentes vont également libérer des facteurs (par exemple des 
35 cytokines, des facteurs de croissance) permettant le recrutement 
de cellules impliquées dans le processus cicatriciel. Cette phase 
se caractérise par l'infiltration et l'activation sur le site de 
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la lésion, de nombreuses cellules inflammatoires (tels les 
polynucléaires neutrophiles), mals aussi des cellules assurant le 
nettoyage de la plaie ou détersion (tels les macrophages) 
La seconde phase correspond au développement du tissu de 
5 granulation. On observe d'abord une colonisation de la blessure 
par prolifération des fibroblastes. Puis, la migration des 
cellules endothéliales à partir des vaisseaux salns va permettre 
la néovascularisation, ou angiogenèse, du tissu lésé. Dans le 
tissu de granulation, les fibroblastes sont activés et vont se 
10 différencier en myofibrob1astes présentant des propriétés 
contractiles importantes, générées par les microfilaments 
d'actine, permettant la contraction de la plaie. Ces 
microfilaments sont exprimés par une protéine l'actine Œ-
musculaire lisse. Ces myofibroblastes jouent donc un rôle majeur 
15 dans la formation et la maturation du tissu de granulation qui va 
conduire à la cicatrisation de la lésion. Il y a ensuite migration 
des kératinocytes et reconstruction de l'épiderme. 
Cette phase est initiée par une diminution de l'état 
inflammatoire de la lésion s'accompagnant d'une apoptose des 
20 cellules inflammatoires. 
La troisième phase du processus est une étape principalement 
de maturation visant à reconstruire un tissu fonctionnel le plus 
identique possible au tissu d'origine. Le tissu de granulation 
précédemment formé subit donc un remodelage. Une partie de la 
25 matrice extracellulaire est digérée par des protéases 
(essentiellement des métallo-protéases matricielles et des 
élastases), et on observe une réorganisation progressive de la 
matrice extracellulaire. Progressivement, le collagène de type 
III, majoritaire dans le tissu de granulation, est remplacé par le 
30 collagène de type I, principal composant matriciel du derme. A la 
fin de la phase de maturation, les fibroblastes, myofibroblastes 
et cellules vasculaires voient leur prolifération et/ou leur 
ac ti vi té réduites. Puis, les cellules excédentaires meurent par 
apoptose. Parallèlement au remodelage de la matrice 
35 extracellulaire et à l'apoptose des cellules excédentaires. 
La phase inflammatoire est une phase essentielle de la 
cicatrisation et doit être transi toi re. Dans certains cas, elle 
peut être prolongée par la présence de certains agents infectieux 
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comme Staphylococcus aureus ou Pseudomonas aeruginosa ou par une 
pathologie préexistante comme le diabète, une déficience 
immunitaire ou encore une insuffisance velneuse. La résolution de 
1' inflammation est un point cri tique qui conditionne 1' amorçage 
5 de la réparation tissulaire. Une perturbation de cette phase va 
engendrer un prolongement anormal de la phase inflammatoire et 
aboutir à la chronicité de la lésion en retardant la réparation 
tissulaire. La résolution de l'inflammation est un phénomène 
dynamique qui implique l'apoptose des cellules inflammatoires, 
10 leur élimination et l'apparition de médiateurs anti-
inflammatoires, chimiotactiques et angiogéniques. Une manière 
d'évaluer le bon déroulement de cette période critique, qu'est la 
phase de résolution, est d'analyser les exsudats provenant de la 
plaie (cellules et médiateurs). En effet, la chronicité 
15 inflammatoire se traduit par un afflux plus important de cellules 
inflammatoires, une production excessl ve de nombreuses cytokines 
et chimiokines inflammatoires et de protéases qui dégradent la 
matrice cellulaire. Inversement la phase de résolution implique 
1' apparition d'un certain type de macrophages responsables de la 
20 phagocytose des cellules inflammatoires apoptotiques. Ces 
macrophages sont aussi impliqués dans la production de médiateurs 
favorisant la phase de granulation alnsl que la réparation 
tissulaire. L'analyse de l'exsudat permettra au médecin d'évaluer 
la phase inflammatoire et sa résolution, et permettra alnsl de 
25 choisir de traiter la plaie par un agent thérapeutique adapté de 
manière à favoriser une meilleure cicatrisation. 
Traditionnellement, les 
pansement pour empêcher une 
plaies sont recouvertes 
contamination par des 
par un 
agents 
infectieux présents dans l'environnement, mals également pour 
30 maintenir la plaie dans un milieu humide favorisant la 
cicatrisation. Cependant, ce système de protection ne permet pas 
d'analyser les exsudats et de visualiser la cicatrisation en temps 
réel. De plus, l'exsudat s'accumule dans le pansement et sature le 
milieu absorbant du pansement. Le pansement doit donc être changé 
35 régulièrement pour éviter la macération de la plaie, ce qui 
implique un risque de contamination de la plaie qui est exposée 
momentanément à l'air libre. De plus, les pansements peuvent 
également adhérer, même faiblement à la plaie, et induire alnsl 
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des lésions à la plaie lors de leur retrait. Ces nouvelles 
agressions engendrent une poursuite de l'inflammation, qui a pour 
conséquence de prolonger la phase inflammatoire et donc de 
modifier de façon substantielle la cinétique de cicatrisation, ce 
5 à quoi le dispositif de la demanderesse remédie de façon efficace. 
Des chambres implantables ont été mises au point pour étudier 
la cicatrisation de plaies du derme sur des animaux tels que la 
souris ou le porc. Cependant, ces chambres implantables sont 
insérées en partie sous la peau de l'animal et sont maintenues en 
10 place par des points de suture. Cette méthode est donc invasive, 
c'est à dire qu'elle présente comme inconvénient majeur de 
nécessiter un acte chirurgical et risque donc de provoquer une 
réaction inflammatoire chez le sujet en question, en créant des 
agressions tissulaires lors de son implantation. Ces agressions 
15 tissulaires auront des conséquences néfastes sur le bon 
déroulement de la cicatrisation. De plus, elles ont 
essentiellement été mises au point pour modéliser les mécanismes 
de cicatrisation chez l'animal. 
Enfin, la société ACUEITY, dans son brevet WO 2004/045674, 
20 décrit un dispositif pour recueillir l'exsudat provenant des 
glandes mammalres. Le dispositif en question est cons ti tué d'un 
réservoir contenant un tampon absorbant qui est en contact avec le 
mamelon et le dispositif est maintenu en place au-dessus du 
mamelon par un adhésif. L'exsudat est absorbé par le tampon et ne 
25 peut donc pas être analysé en temps réel ; de plus les exsudats 
ré col tés au se ln du tampon ne sont pas purs et des risques de 
perte et/ou de dégradation au moment de leur extraction du tampon 
peuvent être constatés. Ce dispositif n'est pas muni d'un système 
d'ouverture et doit donc être enlevé afin de récupérer les 
30 exsudats du tampon à des fins d'analyse. 
Il existe donc un réel besoin en un dispositif non-invasif 
permettant de recueillir des exsudats purs à des fins d'analyse en 
temps réel (notamment afin de contrôler le déroulement de phase 
inflammatoire et le démarrage de la phase de granulation) et 
35 permettant de visualiser la progression de la cicatrisation sans 
être nécessairement obligé d'ouvrir ledit dispositif, nl de le 
retirer, assurant ainsi la protection de l'environnement intérieur 
du dispositif, et donc la protection de la plaie, VlS à vis de 
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l'environnement extérieur (c'est-à-dire vis-à-vis des agents 
infectieux extérieurs, mals aussi de l'animal lui-même, ou de ses 
congénères, autrement dit, vis-à-vis du grattage, des morsures, 
des salissures, des chocs, ou encore des frottements) et vis à vis 
5 du dispositif lui-même. 
Invention : 
Un premier objet de la présente invention est un dispositif 
non-invasif, permettant de recueillir les exsudats d'une plaie, 
comprenant une chambre ayant une paroi latérale, une extrémité 
10 inférieure ouverte et une extrémité supérieure, une ouverture 
d'accès étant disposée sur l'extrémité supérieure et/ou sur la 
paroi latérale de ladite chambre, ledit dispositif étant destiné à 
être en contact avec la peau et à circonscrire la plaie lors de 
son utilisation par l'intermédiaire d'une interface. 
15 Selon un mode de réalisation préféré, ledit dispositif 
comprend un moyen de fermeture amovible de la chambre, destiné à 
être disposé en position fermée, sur l'ouverture d'accès de la 
chambre. 
Selon un mode de réalisation particulier du dispositif, 
20 l'interface est un adhésif disposé sur l'extrémité inférieure de 
la chambre dudit dispositif. 
Lors de son utilisation, le dispositif selon l'invention est 
simplement collé sur la peau salne de façon à . . clrconscrlre la 
plaie du patient grâce à son interface adhésive. Lors de la 
25 cicatrisation, la plaie suinte et l'exsudat s'écoule dans le 
dispositif. Une fois qu'une quantité d'exsudat suffisante pour les 
analyses a été recueillie dans le dispositif, l'exsudat est 
prélevé, par exemple en ouvrant le moyen de fermeture. Il est à 
noter de plus, que lorsque l'exsudat est prélevé régulièrement, la 
30 plaie ne macère pas ce qui favorise une cicatrisation rapide. 
Ledit dispositif selon l'invention est dépourvu de tout moyen 
absorbant. Cela permet d'éviter une macération de la plaie due à 
la saturation dudit moyen absorbant par l'exsudat comme cela peut 
être le cas avec un pansement. De plus, l'absence de moyen 
35 absorbant permet d'éviter tout piégeage ou dégradation des 
protéines, métabolites et cellules présentes dans l'exsudat, tout 
ceci dans l'objectif de récupérer des exsudats purs et sans perte 
de cellules et de métabolites. 
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Selon un mode de réalisation particulier, le dispositif est 
étanche au nlveau de la zone d'interaction dispositif/peau du 
sujet. Ainsi, 1' exsudat recueilli dans la chambre ne peut pas 
s'échapper par les bords dudit dispositif. Il est également 
5 possible de rajouter une lèvre en matériau seml rigide 
conformable, éventuellement à mémoire de 
le PMMA (polyméthacrylate de méthyle), 
polyacétal), le PEKK (polyéther cétone 
polyuréthane ou encore le polyamide, sur 
forme, tel que notamment 
le POM-C ( copolymère de 
cétone), le silicone, le 
la partie inférieure de 
10 l'élément de maintien, lèvre qui peut se révéler utile lorsque la 
surface sur laquelle le dispositif est fixé n'est pas plane, 
permettant ainsi d'augmenter l'étanchéité dudit dispositif. 
Selon un mode de réalisation particulier, le dispositif 
comprend un moyen de réaliser des échanges gazeux entre 
15 l'intérieur dudit dispositif et l'air extérieur afin d'assurer une 
bonne cicatrisation de la plaie en évitant l'hypoxie et/ou 
l'anoxie. Ledit moyen de 
préférentiellement un filtre 
réaliser des 
qui permet de 
échanges gazeux est 
maintenir l'intérieur 
du dispositif stérile, c'est-à-dire d'éviter une contamination par 
20 l'environnement extérieur. Des exemples de filtres utilisables sur 
le dispositif selon l'invention peuvent notamment être des filtres 
réalisés en polyuréthane, des non tissés, des frittés (disques 
poreux de silice compressée) ou encore une membrane stérile. Le 
filtre peut notamment être placé sur, sous ou dans le moyen de 
25 fermeture, mais aussi sur, sous ou dans les parois latérales de la 
chambre, la partie externe dudit filtre étant toujours en contact 
avec l'environnement extérieur au dispositif. 
Selon un mode de réalisation particulier, 
comprend un système de graduation pour évaluer 
30 d'exsudat contenue dans le dispositif. 
le dispositif 
la quantité 
La chambre du dispositif peut notamment être un élément de 
forme tubulaire, préférentiellement réalisée en matériau rigide 
tel que le PMMA (polyméthacrylate de méthyle), le POM-C 
( copolymère de polyacétal), le PEKK (polyéther cétone cétone) ou 
35 le polyamide. Eventuellement, la chambre du dispositif pourra être 






La chambre de forme tubulaire doit avolr un volume interne 
suffisamment élevé pour recueillir tout l'exsudat généré par une 
plaie soit 5000 g/m2 /24h. Cependant, afin de ne pas trop déranger 
le patient, la hauteur du dispositif devrait être 
préférentiellement inférieure à 1 centimètre. Afin de ml eux 
caractériser cette chambre, il est possible de la décrire par sa 
contenance maximale en exsudats qui est inférieure à 1mL/cm 2 , 
préférentiellement inférieure à 700pL/cm 2 , et de façon encore plus 
préférentielle, inférieure à 500pL/cm 2 • 




ou inscrit à 
ledit dispositif comprend, 
éventuellement de forme 




extrémités. Par « élément de maintien circonscrit à la chambre », 
on entend, au sens de la présente invention, un élément de 
15 maintien qui entoure par l'extérieur la paroi latérale de la 
chambre dans sa partie inférieure. Par « élément de maintien 
inscrit dans la chambre », on entend, au sens de la présente 
invention, un élément de maintien qui est disposé à l'intérieur de 
la chambre, à proximité de la paroi latérale et dans la partie 
20 inférieure de la chambre. 
Selon un mode de réalisation préféré, l'élément de maintien 
de forme tubulaire est réalisé en matériau semi -rigide à mémoire 
de forme, tel que notamment le PMMA (polyméthacrylate de méthyle), 
le POM-C ( copolymère de polyacétal) , le PEKK (polyéther cétone 
25 cétone), le silicone, le polyuréthane ou le polyamide. 
Selon un autre mode de réalisation préféré, l'élément de 
maintien et la chambre tubulaire sont dotés chacun d'un moyen 
permettant de les solidariser. Ce moyen peut être un pas de vis, 
un clip, une goupille, un système de baïonnette, un système de 
30 verrouillage et/ou éventuellement de la colle. 
Lorsque le dispositif présente un élément de maintien 
circonscrit à la chambre, la section de la chambre tubulaire est 
inférieure à la section de l'élément de maintien. Lorsque le 
dispositif présente un élément de maintien inscrit dans la 
35 chambre, la section de la chambre tubulaire est supérieure à la 
section de l'élément de maintien. Dans l'un ou l'autre de ces 
modes de réalisation, il importe que la plus petite ouverture de 
l'extrémité inférieure du dispositif ait une surface supérieure à 
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celle de la plaie à traiter, de façon à la . . clrconscrlre. Dans le 
cas où l'élément de maintien est inscrit dans la chambre 
tubulaire, la section de ladite chambre peut se rétrécir au niveau 
de sa partie supérieure, tel un goulot de bouteille. Dans un autre 
5 mode de réalisation, la partie supérieure de ladite chambre pourra 
avoir un diamètre supérieur à 1' élément de maintien, ou bien le 
même diamètre, auquel cas, la visualisation de la plaie sera 
complète. 
De nombreuses formes peuvent être envisagées, aussi bien pour 
10 la section de la chambre tubulaire que pour celle de l'élément de 
maintien, telles que notamment circulaire, ovale, elliptique, 
carrée, rectangulaire. Selon un mode de réalisation préféré, la 
chambre et l'élément de maintien ont la même forme. Cependant, il 
n'est pas nécessaire que la chambre et l'élément de maintien aient 
15 la même forme. On peut, par exemple, envisager d'adapter une 
chambre tubulaire cylindrique sur un élément de maintien 
parallélépipédique. 
Selon un mode de réalisation préféré, l'extrémité inférieure 
de la chambre tubulaire et/ou de l'élément de maintien peut 
20 notamment présenter une collerette conformable externe réalisée en 
matériau souple, 
silicone. 
tel que par exemple du polyuréthane ou du 
Selon un autre mode de réalisation particulier, ladite 
collerette peut être un élément dissocié de la chambre ou de 
25 1' élément de maintien. Elle se caractérise en un élément perforé 
en matériau souple, matériau souple choisi parmi la liste des 
matériaux souples tels que définis précédemment, et vient se 
circonscrire autour de la partie externe de l'ensemble élément de 
maintien/chambre tubulaire, et ce de façon la plus proximale 
30 possible de cet ensemble. 
Lorsque le dispositif ne comprend pas d'élément de maintien, 
l'interface dudit dispositif est un adhésif disposé sur 
l'extrémité inférieure de la chambre, et notamment sur la 
collerette si celle-ci est présente. La présence de la collerette 
35 permet d'augmenter la surface de contact entre l'interface 
adhésive du dispositif et la peau du patient améliorant ainsi le 
maintien du dispositif sur la peau. 
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Lorsque le dispositif comprend un élément de maintien, 
l'interface est un adhésif disposé sur une jupe en matériau 
souple. Ladite jupe en matériau souple est maintenue entre la 
paroi latérale de la chambre et l'élément de maintien avec un 
5 moyen permettant de solidariser ces trois éléments, tels que un 
pas de vis, un clip, une goupille, un système de verrouillage 
et/ou éventuellement de la colle. Le matériau souple de la jupe 
peut notamment être choisi parmi le groupe comprenant des supports 
souples conformables tels que des films, des mousses, des 
10 silicones et des non tissés. Cette souplesse permet d'adapter le 
dispositif sur des zones non-planes telles que notamment une 
phalange, un genou ou un coude. Ainsi par jupe, on entend au sens 
de la présente invention, un élément comprenant une seule 
perforation, pouvant notamment être évasé et avolr une forme de 
15 tronc de cône. L'interface peut notamment être plane lorsqu'elle 
n'est pas intégrée au dispositif et prendre une forme évasée 
lorsqu'elle est fixée entre la chambre tubulaire et l'élément de 
maintien. 
L'interface ne doit pas entrer en contact avec la plaie du 
20 patient. Elle est fixée au ni veau du pourtour des berges de la 
plaie sur la peau salne du patient, le tout dans un but de 
circonscription de la plaie. L'interface doit être suffisamment 
résistante pour que le dispositif puisse tenir plusieurs jours sur 
la peau sans que l'étanchéité, au nlveau de la zone 
25 peau/dispositif, du dispositif n'en soit affectée. 
La jupe peut avolr différents types de formes possibles, 
telles que des formes simples, carrées, rondes, rectangulaires, 
triangulaires, à bords arrondis, ou plus élaborées en forme 
d'étoiles, ou encore en forme de trèfle, dont les branches peuvent 
30 être ou non de même dimensions, afin de pouvoir s'adapter à 
1' endroit du corps sur lequel le dispositif est fixé. Pour la 
forme trèfle, celle-ci présente l'avantage de ne pas autoriser de 
plissures au ni veau de ses parties proximales de la chambre, et 
permet également une conformabili té améliorée selon la position 
35 occupée sur la partie du corps du sujet sur laquelle est 
positionné le dispositif. 
Selon un mode de réalisation préféré, la surface libre de 
1' interface est recouverte d'une barrière protectrice telle que 
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notamment un film plastique. Cette barrière protectrice préserve 
les propriétés adhésives du dispositif et empêche une 
contamination éventuelle par des poussières ou par des germes 
avant l'utilisation dudit dispositif. 
5 On peut également prévoir que 1' adhésif cons ti tuant ladite 
interface soit pré-enduit c'est-à-dire que l'adhésif ait été 
appliqué lors de la fabrication du dispositif ou alors enduit par 
1' utilisateur au moment de 1' utilisation du dispositif, c'est-à-
dire une fois que le dispositif est sorti de son emballage de 
10 protection. L'enduction peut notamment être effectuée au moyen 
d'un pinceau, ou encore d'une spatule, c'est-à-dire par enduction 
manuelle, avant de positionner ledit dispositif sur la peau du 
sujet. 
L'adhésif, constituant l'interface peut notamment être choisi 
15 dans le groupe comprenant des colles chirurgicales, des filmogels, 
de la nitrocellulose, du collodion, du cyanoacrylate, des masses 
hydrocolloïdes, des adhésifs acryliques, des adhésifs UV ou encore 
des adhésifs « Hot Melt ». 
Le moyen de fermeture amovible dudit dispositif permet 
20 d'accéder facilement à la plaie. Ledit moyen de fermeture amovible 
s'adapte sur la (ou les) ouverture(s) d'accès à la chambre, 
préférentiellement sur 1' extrémité supérieure de la chambre, par 
un pas de vis, un clip, une goupille, un moyen de sertissage et/ou 
un système de baïonnette. 
25 Ce moyen de fermeture peut préférentiellement être réalisé en 
matériau semi-rigide ou rigide tel que le PMMA (polyméthacrylate 
de méthyle), le POM-C (copolymère de polyacétal), le PEKK 
(polyéther cétone cétone), le polyamide, le silicone, ou encore 
par toute matière métallique, telle que l'aluminium. 
30 Selon un mode de réalisation particulier, ledit moyen de 
fermeture amovible est relié à la chambre tubulaire par un moyen 
de liaison, tel que notamment un lien plastique. Cela permet 
d'éviter de perdre ledit moyen de fermeture lorsque celui -ci est 
séparé de la chambre tubulaire. Selon un mode de réalisation 
35 particulier le moyen de fermeture peut être facilement retiré afin 
de photographier ou filmer la plaie et son évolution. 
Selon un mode de réalisation préféré, le dispositif comprend 
un moyen de visualisation de la plaie. Ainsi la chambre tubulaire 
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et le moyen de fermeture peuvent être réalisés en matériaux 
transparents. On peut également prévoir une fenêtre transparente, 
munie éventuellement d'une lentille grossissante, sur le moyen de 
fermeture du dispositif. L'avantage de ce moyen de visualisation 
5 est de pouvoir suivre l'évolution de la cicatrisation ou de toute 
infection qui pourrait survenir. De plus, cette surveillance est 
effectuée sans intervenir directement sur la plaie ce qui permet 
d'éviter toute mauvalse manipulation de la plaie ou sa 
réouverture. De surcroît, cela permet de visualiser la plaie sans 
10 que celle-ci ne soit exposée à l'environnement extérieur qui peut 
contenir des agents pathogènes, gage de non-contamination de 
1' intérieur de la chambre tubulaire. Le moyen de fermeture peut 
également être muni d'un diaphragme. Lorsque le diaphragme est en 
position ouverte, l'utilisateur peut voir la plaie et lorsque le 
15 diaphragme est en position fermée, la plaie n'est plus visible. 
Selon un mode de réalisation préféré, le dispositif comprend 
au molns un septum ou une mlcrovanne destiné à prélever ou 
injecter du liquide. Ce septum permet notamment de prélever 
l'exsudat sans enlever le dispositif ce qui préserve la stérilité 
20 du milieu interne. Ce septum peut également être utilisé pour 
injecter une solution afin de nettoyer ou désinfecter la plaie. Le 
septum peut également être utilisé pour injecter une solution 
contenant un agent pharmacologique ou un agent thérapeutique tel 
que notamment un antibiotique, un antidouleur, un anti-
25 infectieux, ou encore un agent cicatrisant. De par l'absence d'un 
moyen absorbant dans le dispositif, la solution injectée sera en 
contact direct avec la plaie, contrairement à un pansement. Le 
septum peut être placé sur le moyen de fermeture ou sur la paroi 
de la chambre tubulaire et éventuellement de l'élément de 
30 maintien. Avantageusement, deux canalisations comprenant des 
moyens de fermeture, tels que des septums ou des microvannes, 
peuvent être positionnés de part et d'autre de la paroi latérale 




la solution nettoyante, par exemple, est 






L'exsudat peut également être collecté dans le dispositif, à 




directement par prélèvement « ln situ ». L'exsudat recueilli 
contient tous les facteurs et métabolites produits lors de la 
cicatrisation. L'exsudat contient également des cellules vivantes 
et fonctionnelles qui peuvent éventuellement être remlses en 
culture afin de réaliser des études phénotypiques et 
fonctionnelles, ex VlVO. De surcroît, l'exsudat peut contenir des 
agents pathogènes, tels que des bactéries, qui peuvent être 
facilement identifiés après prélèvement ce qui permettra au 
médecin de prescrire un traitement adapté. 
10 Selon un mode de réalisation particulier, le dispositif 
comprend un moyen de modifier la pression à l'intérieur dudit 
dispositif, tel que notamment une ventouse ou bien un système 
tubulaire relié à une pompe. Cette pression, Sl elle est négative 
dans la chambre tubulaire, permet de favoriser la cicatrisation. 
15 Il est également possible d'obtenir une légère surpression créée 
par un apport en oxygène supplémentaire, dans 1 e cadre des 
thérapies à l'oxygène (Oxygénothérapie hyperbare dans le 
traitement des ulcères ischémiques. Sang Thrombose Vaisseaux, Vol 
9 N°8 p497-503, oct. 1997) 
20 On peut également combiner un ou plusieurs modes de 
réalisation du dispositif selon l'invention. Ainsi, par exemple, 
l'invention peut porter sur un dispositif qui comprend au molns un 
septum ou une microvanne, destiné à prélever ou injecter du 
liquide et/ou un moyen apte à réaliser des échanges gazeux entre 
25 l'intérieur dudit dispositif et l'extérieur et/ou moyen apte à 
modifier la pression à l'intérieur dudit dispositif. 
L'invention sera mleux comprise à la lumière des figures 
sui vantes qui ne sont qu'illustra ti ves et ne sauraient en rlen 
limiter l'invention. 
30 La figure 1 est une vue en coupe transversale d'un des modes 
de réalisation de l'invention. Le dispositif ( 1) est cons ti tué 







comprenant une paroi latérale (3), et 
(4) et supérieure (5), ouvertes. 
(4) de la chambre tubulaire (2) 
35 présente une collerette (6) externe en matériau souple. 
L'interface (7) du dispositif (1) est constituée d'une couche 
mlnce de colle chirurgicale, appliquée sur la surface inférieure 
de la collerette ( 6) de la chambre tubulaire ( 2) . Un moyen de 
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fermeture (8) du dispositif (1) est fixé à la partie supérieure de 
la chambre tubulaire (2) au moyen d'une goupille (9) 
La figure 2 représente une photographie d'un mode de 
réalisation d'un dispositif (21) comprenant une chambre tubulaire 
5 (22) ayant une paroi latérale (23) et deux extrémités, inférieure 
(24) et supérieure, ouvertes. L'extrémité inférieure (24) présente 
une collerette (26) externe. Un moyen de fermeture (28) est fixé à 
la partie supérieure de la chambre tubulaire ( 22) au moyen d'un 
clip (non représenté ici). 
10 La figure 3 est une représentation schématique éclatée d'un 
dispositif (31) selon l'invention constitué d'une chambre 
tubulaire ( 32) de forme cylindrique et d'un élément de maintien 
( 3 9) ayant une section de diamètre inférieur au diamètre de la 
chambre tubulaire (32). Ledit élément de maintien (39) est donc 
15 inscrit dans l'extrémité inférieure (34) de ladite chambre 
tubulaire (32) et maintenu par un clip. La paroi latérale (33) de 
la chambre tubulaire ( 32) est munie de deux septums ( 4 0 et 41)) 
diamétralement opposés, qui permettent de réaliser un lavage 
facile de la plaie. Le deuxième septum (41) étant situé au nlveau 
20 de l'élément de maintien (39), ce dernier est donc munl d'une 
ouverture ayant sensiblement la même taille que celle du septum 
(41). L'interface (37), est constituée d'un adhésif disposé sur la 
surface inférieure d'une jupe (42) en matériau souple qui a pour 
forme un élément comprenant une seule perforation, évasé, en forme 
25 de tronc de cône. Ladite jupe est fixée entre l'élément de 
maintien ( 3 9) et la paroi latérale ( 33) de la chambre tubulaire 
(32) ce qui permet de maintenir la jupe en place. La surface libre 
de l'interface (37) adhésive est protégée par un film protecteur 
(43). Un moyen de fermeture (38) est fixé à la partie supérieure 
30 de la chambre tubulaire (32) par un pas de vis (non visible ici). 
La figure 4 représente une photographie d'un autre mode de 
réalisation dudit dispositif selon l'invention. Ce dispositif (51) 
se compose d'une chambre tubulaire (52), d'un élément de maintien 
inscrit dans la chambre tubulaire (52) et fixé au moyen d'un clip 
35 (non visible ici). L'interface est constituée d'un adhésif disposé 
sur la surface inférieure d'une jupe ( 62) en matériau souple qui 
est maintenue en place entre l'élément de maintien et la paroi 
latérale de la chambre tubulaire (52). La surface libre de 
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l'interface est protégée par un film protecteur (non visible ici). 
Un moyen de fermeture (58) s'adapte sur la partie supérieure de la 
chambre tubulaire (52) par un pas de vis. Ledit moyen de fermeture 
(58) est munl en son centre d'un septum (60) qui est utilisé pour 
5 prélever l'exsudat à l'intérieur du dispositif (51) sans avoir à 
ouvrir le dispositif. 
La figure 5 est une vue en coupe transversale d'un dispositif 
(71) selon l'invention, constitué d'une chambre tubulaire (72) 
comprenant une paroi latérale (73), et deux extrémités, inférieure 
10 (74) et supérieure (75), ouvertes. Un élément de maintien (79) est 
inscrit dans 1' extrémité inférieure ( 7 4) de ladite chambre 
tubulaire (72) et est maintenu en place par un clip (84). 
L'interface (77) du dispositif est constituée d'un adhésif disposé 
sur la surface inférieure d'une jupe (82) en matériau souple 
15 correspondant à un élément tubulaire en forme de tronc de cône, 
c'est-à-dire que son ouverture supérieure présente un diamètre 
plus petit que son ouverture inférieure. Ladite ouverture 
supérieure de la jupe est fixée entre l'élément de maintien (39) 
et la paroi latérale (33) de la chambre tubulaire (32) par un clip 
2 0 ( 8 4) ce qui permet de maintenir la jupe en place. La surface 
inférieure libre de l'interface (77) adhésive est protégée par un 
film protecteur ( 83) Un moyen de fermeture ( 78) du dispositif 
( 71) est fixé à la chambre tubulaire au moyen d'un pas de VlS 
(85) Ledit moyen de fermeture est réalisé en matériau transparent 
25 afin de visualiser la plaie et il est munl en son centre d'un 
septum (80) afin de recueillir l'exsudat. 
Un autre objet de l'invention est l'utilisation du dispositif 
décrit précédemment pour sul vre 1' évolution de la cicatrisation 
d'une plaie. En effet, le dispositif permet de recueillir et 
30 d'analyser l'exsudat issu d'une plaie. Pour suivre l'évolution de 
la cicatrisation d'une plaie, il convient de positionner le 
dispositif au-dessus de la plaie. Il faut alors attendre qu'une 
quantité suffisante d'exsudat s'accumule dans le dispositif. Afin 
d'optimiser la récupération des facteurs et médiateurs produits 
35 alnsl que des cellules pouvant adhérer à la plaie, un lavage de la 
plaie à l'aide d'une solution physiologique peut être envisagé. On 
peut alors prélever l'exsudat contenu dans le dispositif par 
ouverture du dispositif ou à l'aide d'une seringue au travers du 
5 
15 
septum. L'exsudat alnsl prélevé peut 
l'état d'avancement de la phase 
cicatrisation en général ou savolr 
présent dans la plaie. 
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être analysé pour connaître 
inflammatoire et de la 
Sl un agent infectieux est 
Selon un mode d'utilisation particulier dudit dispositif, une 
solution est injectée dans le dispositif après son application sur 
la peau. Cette solution peut contenir un agent désinfectant et/ou 
nettoyant qui permet de rendre la plaie et le milieu intérieur du 
dispositif, propres et stériles. Cette solution peut également 
10 contenir un agent thérapeutique ou un agent pharmacologique, tel 
que notamment un antibiotique, un antidouleur, un anti-infectieux 
ou encore un agent cicatrisant. 
Selon un mode d'utilisation particulier dudit dispositif, les 
exsudats prélevés dans ce dispositif pourront permettre leur 




Selon un mode d'utilisation particulier 
l'exsudat est prélevé à travers un septum 
présent sur le dispositif. Ce prélèvement 
l'exsudat sans enlever le dispositif 







Enfin, selon un autre mode d'utilisation particulier dudit 
dispositif, celui-ci pourra permettre de laver la plaie. 
Un autre objet de l'invention concerne une trousse ou kit 
pour recueillir l'exsudat des plaies comprenant : 
25 au molns un dispositif tel que décrit précédemment 
au molns un dispositif de récupération, tel qu'une micro-
pompe, un réservoir, ledit réservoir pouvant être 
éventuellement munl d'une canalisation qui le relie au 
dispositif de prélèvement, ou une seringue ; 
30 optionnellement une aiguille. 
Selon un mode de réalisation préféré, le kit comprend au 
moins une solution à injecter dans ledit dispositif. La solution à 
injecter comprend un principe actif désinfectant et/ou nettoyant 
et/ou un agent thérapeutique. Cette solution permet de stériliser 




L'invention va être décri te plus en détails à 1 'aide des 
exemples suivants qui sont donnés à titre purement illustratif et 
non limitatif. 
Exemples: 





Le dispositif est tel que celui de la figure 5, et comprend : 
une chambre (72) de section circulaire de 0, 5 cm de 
hauteur et 1 cm de diamètre en polyméthacrylate de 
méthyle 
un élément de maintien (79) à section circulaire de 0,2 cm 
de hauteur et 0,9 cm de diamètre en polyéther cétone 
cétone qui est inscrit dans la chambre (79) 
une interface (77) constituée d'un adhésif acrylique pré-
enduit sur la surface inférieure d'une jupe ( 82) en film 
souple 
un clip ( 8 4) permettant de fixer 1' élément de maintien 
(79) et la jupe (82) en film souple à la chambre (72) 
tubulaire 
un film protecteur (83) en plastique protégeant la surface 
libre de l'interface adhésive; 
un moyen de fermeture (78) à section circulaire en 
polyuréthane transparent, afin de pouvoir visualiser la 
plaie, qui est fixé à la chambre (72) tubulaire par un pas 
de vis ( 8 5) et qui comprend un septum ( 80) destiné à 
prélever l'exsudat. 
Exemple 2 : Utilisation du dispositif sur une plaie de 0,75 cm2 
On souhaite sul vre la cicatrisation d'une plaie d'environ 
0,75 cm2 présente sur l'avant-bras gauche d'un patient. 
Pour cela, on utilise le dispositif de l'exemple 1. 
30 On ouvre le système de fermeture (78) du dispositif afin de 
visualiser la partie basse de la chambre ( 7 2) tubulaire et de 
l'élément de maintien (79) On enlève le film protecteur (83) de 
l'interface (77) adhésive. On positionne l'interface (77) adhésive 
sur l'avant-bras gauche du patient autour de sa plaie, en prenant 
35 garde à ce que l'interface (77), la chambre (72) tubulaire et 
l'élément de maintien (79) n'entrent pas en contact avec la plaie. 
On exerce une légère pression pendant 2 à 3 minutes pour assurer 
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un bon maintien sur l'avant-bras. On visse le moyen de fermeture 
(78) sur la chambre. A un temps déterminé, on injecte une solution 
de lavage par le septum (80) du moyen de fermeture (78) de la 
chambre (72) tubulaire puis on prélève l'exsudat par le septum 
5 grâce à une seringue munie d'une aiguille. On analyse 1' exsudat 
afin de vérifier qu'aucun agent infectieux n'est présent dans la 
plaie. 
Exemple 3 : Kit 
Le kit contient le dispositif selon l'exemple 1 ainsi que 
10 deux seringues, deux aiguilles, une solution de lavage et un 
flacon stérile. Le dispositif stérile est mis en place comme dans 
l'exemple 2 et stérilisé grâce à la solution de lavage qui est 
injectée à travers le septum par une seringue munie d'une aiguille 
selon 1' exemple 2. La deuxième seringue et la deuxième aiguille 
15 permettent d'évacuer la solution désinfectante après le lavage de 
la plaie. L'exsudat prélevé est transféré dans le flacon stérile 




1. Dispositif (1, 21, 31, 51, 71) non invasif permettant de 
recueillir les exsudats d'une plaie comprenant une chambre (2, 22, 
32, 52, 72) ayant une paroi latérale (3, 23, 33, 73), une 
5 extrémité inférieure ( 4, 24, 34, 7 4) ouverte et une extrémité 
10 
supérieure (5, 75), une ouverture d'accès étant disposée sur 
l'extrémité supérieure (5, 75) et/ou sur la paroi latérale (3, 23, 
33, 73) de ladite chambre (2, 22, 32, 52, 72), ledit dispositif 
(1, 21, 31, 51, 71) étant destiné à être en contact avec la peau 
et à . . clrconscrlre la plaie lors de son utilisation par 
l'intermédiaire d'une interface (7, 37, 77) 
2. Dispositif (1, 21, 31, 51, 71) selon la revendication 1, 
caractérisé en ce qu'il comprend un moyen de fermeture (8, 28, 38, 
58, 78) amovible de la chambre (2, 22, 32, 52, 72), destiné à être 
15 disposé en position fermée, sur l'ouverture d'accès de la chambre 
(2, 22, 32, 52, 72). 
3. Dispositif (1, 21, 31, 51, 71) selon la revendication 1 ou 
2, caractérisé en ce que 1' interface ( 7, 37, 77) est un adhésif 
disposé sur l'extrémité inférieure (4, 24, 34, 74) de la chambre 
20 (2, 22, 32, 52, 72). 
4. Dispositif (31, 51, 71) selon les revendications 1 à 3, 
caractérisé en ce qu'il comprend, en outre, un élément de maintien 
( 3 9, 7 9), éventuellement de forme tubulaire, circonscrit ou 
inscrit à ladite chambre (32, 52, 7 2) , ouvert à ses deux 
25 extrémités. 
5. Dispositif ( 31, 51, 71) selon la revendication 4, 
caractérisé en ce que l'interface (37, 77) est un adhésif disposé 
sur une jupe (42, 62, 82) en matériau souple, ladite jupe (42, 62, 
82) étant maintenue entre la paroi latérale (33, 73) de la chambre 
30 (32, 52, 72) et l'élément de maintien (39, 79). 
6. Dispositif ( 31, 51, 71) selon la revendication 5, 
caractérisé en ce que ledit matériau souple de la jupe (42,62, 82) 
est choisi dans le groupe comprenant des supports souples 
conformables tels que des films, des mousses, des silicones et des 
35 non tissés. 
7. Dispositif (1, 21, 31, 51, 71) selon l'une quelconque des 
revendications 3 à 6, caractérisé en ce que l'adhésif constituant 
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ladite interface (7, 37, 77) est pré-enduit ou enduit au moment de 
l'utilisation. 
8. Dispositif (31, 51, 71) selon l'une quelconque des 
revendications 4 à 7, caractérisé en ce que l'élément de maintien 
5 (39, 79) et la chambre (32, 52, 72) tubulaire sont dotés chacun 
d'un moyen permettant de les solidariser. 
9. Dispositif (1, 21, 31, 51, 71) selon l'une quelconque des 
revendications précédentes, caractérisé en ce que l'extrémité 
inférieure (4, 24, 34, 74) de la chambre (2, 22, 32, 52, 72) et/ou 
10 de l'élément de maintien (39, 79) comprend une collerette (6, 26) 
conformable en matériau souple. 
10. Dispositif (31, 51, 71) selon l'une quelconque des 
revendications 3 à 9, caractérisé en ce que ledit élément de 
maintien (39, 79) est en matériau semi-rigide à mémoire de forme. 
15 11. Dispositif (1, 21, 31, 51, 71) selon l'une quelconque des 
revendications précédentes, caractérisé en ce que ledit moyen de 
fermeture (8, 28, 38, 58, 78) amovible s'adapte sur la (ou les) 
ouverture(s) d'accès de la chambre (2, 22, 32, 52, 72) par un pas 
de vis (85), un clip, une goupille (9), un moyen de sertissage 
20 et/ou un système de baïonnette. 
12. Dispositif (1, 21, 31, 51, 71) selon l'une quelconque des 
revendications précédentes, caractérisé en ce qu'il comprend au 
moins un septum (40, 41, 60, 80), ou une microvanne, destiné à 
prélever ou injecter du liquide et/ou un moyen apte à réaliser des 
25 échanges gazeux entre l'intérieur dudit dispositif (1, 21, 31, 51, 
71) et l'extérieur et/ou moyen apte à modifier la pression à 
l'intérieur dudit dispositif (1, 21, 31, 51, 71). 
13. Dispositif (1, 21, 31, 51, 71) selon l'une quelconque des 
revendications précédentes, caractérisé en ce qu'il comprend un 
30 moyen de visualisation de la plaie. 
35 
14. Utilisation du dispositif (1, 21, 31, 51, 71) tel que 
défini à l'une quelconque des revendications 1 à 13, pour 
surveiller la cicatrisation d'une plaie, et/ou pour analyser les 
exsudats de la plaie en temps réel. 
15. Kit pour recueillir l'exsudat des plaies comprenant : 
au moins un dispositif (1, 21, 31, 51, 71) tel que défini 




au molns un dispositif de récupération, tel qu'une mlcro-
pompe, un réservoir, ledit réservoir pouvant être 
éventuellement munl d'une canalisation qui le relie au 
dispositif (1, 21, 31, 51, 71), ou une seringue; 
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METHODE D'ANALYSE DE LA PROGRESSION DE LA CICATRISATION D'UNE 
PLAIE A DES NIVEAUX MICROSCOPIQUES ET MACROSCOPIQUES. 
Domaine d'application : 
La présente invention concerne une méthode d'analyse de la 
5 progression de la cicatrisation d'une plaie en temps réel grâce à 
un dispositif médical, non invasif et adapté, qui protège la plaie 
et permet d'observer macroscopiquement la progression de la 
cicatrisation d'une plaie ainsi que de recueillir les exsudats de 
la plaie afin de réaliser un sulvl cellulaire, mals aussl des 
10 analyses biochimiques et moléculaires des métabolites et des 
microorganismes contenus dans lesdits exsudats. 
Art Antérieur : 
La cicatrisation d'une plaie est un processus 
physiopathologique naturel, les tissus humains et animaux étant 
15 capables de réparer des lésions localisées par des processus de 
réparation et de régénération qui leur sont propres. 
La rapidité et la qualité de la cicatrisation d'une plaie 
dépendent de l'état général de l'organisme atteint, de l'étiologie 
de la plaie, de l'état et de la localisation de la plaie, et de la 
20 survenue ou non d'une infection, ainsi que des facteurs génétiques 
prédisposant ou non à des troubles de la cicatrisation. 
La cicatrisation naturelle d'une plaie se déroule 
principalement selon trois phases successives, chacune de ces 
phases étant caractérisée par des activités cellulaires 
25 spécifiques qui font progresser le processus de réparation selon 
des séquences chronologiques précises : la phase inflammatoire, la 
phase de granulation (ou phase proliférative), et la phase de 
maturation, donnant l'aspect définitif de la cicatrice. 
La première phase, la phase inflammatoire, débute dès la 
30 rupture des vals seaux sanguins qui déclenche la formation d'un 
caillot (coagulation du sang) principalement composé de fibrine et 
de fibronectine, et qui va constituer une matrice provisoire. 
Cette matrice comble en partie la lésion et va permettre la 
migration au seln de la zone lésée des cellules inflammatoires 
35 recrutées pour assurer la détersion de la plaie. Les plaquettes 
présentes vont également libérer des facteurs (par exemple des 
cytokines, des facteurs de croissance) permettant le recrutement 
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de cellules impliquées dans le processus cicatriciel. Cette phase 
se caractérise par l'infiltration et l'activation sur le site de 
la lésion, de nombreuses cellules inflammatoires (tels les 
polynucléaires neutrophiles), mals aussi des cellules assurant le 
5 nettoyage de la plaie ou détersion (tels les macrophages) 
La seconde phase correspond au développement du tissu de 
granulation. On observe d'abord une colonisation de la blessure 
par prolifération des fibroblastes. Puis, la migration des 
cellules endothéliales à partir des vaisseaux salns va permettre 
10 la néovascularisation, ou angiogenèse, du tissu lésé. Dans le 
tissu de granulation, les fibroblastes sont activés et vont se 
différencier en myofibroblastes présentant des propriétés 
contractiles importantes, générées par les microfilaments 
d'actine, permettant la contraction de la plaie. Ces 
15 microfilaments sont exprimés par une protéine l' actine ex-
musculaire lisse. Ces myofibroblastes jouent donc un rôle majeur 
dans la formation et la maturation du tissu de granulation qui va 
conduire à la cicatrisation de la lésion. Il y a ensuite migration 
des kératinocytes et reconstruction de l'épiderme. 
20 Cette phase est initiée par une diminution de l'état 
inflammatoire de la lésion s'accompagnant d'une apoptose des 
cellules inflammatoires. 
La troisième phase du processus est une étape principalement 
de maturation visant à reconstruire un tissu fonctionnel le plus 
25 identique possible au tissu d'origine. Le tissu de granulation 
précédemment formé subit donc un remodelage. Une partie de la 
matrice extracellulaire est digérée par des protéases 
(essentiellement des métallo-protéases matricielles et des 
élastases), et on observe une réorganisation progressive de la 
30 matrice extracellulaire. Progressivement, le collagène de type 
III, majoritaire dans le tissu de granulation, est remplacé par le 
collagène de type I, principal composant matriciel du derme. A la 
fin de la phase de maturation, les fibroblastes, myofibroblastes 
et cellules vasculaires voient leur prolifération et/ou leur 
35 ac ti vi té réduites. Puis, les cellules excédentaires meurent par 
apoptose. Parallèlement au remodelage de la matrice 
extracellulaire et à l'apoptose des cellules excédentaires. 
La phase inflammatoire est une phase essentielle de la 
cicatrisation et doit être transi toi re. Dans certains cas, elle 
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peut être prolongée par la présence de certains agents infectieux 
comme Staphylococcus aureus ou Pseudomonas aeruginosa ou par une 
pathologie préexistante comme le diabète, une déficience 
immunitaire ou encore une insuffisance velneuse. La résolution de 
5 1' inflammation est un point cri tique qui conditionne 1' amorçage 
de la réparation tissulaire. Une perturbation de cette phase va 
engendrer un prolongement anormal de la phase inflammatoire et 
aboutir à la chronicité de la lésion en retardant la réparation 
tissulaire. La résolution de l'inflammation est un phénomène 
10 dynamique qui implique l'apoptose des cellules inflammatoires, 
leur élimination et l'apparition de médiateurs anti-
inflammatoires, chimiotactiques et angiogéniques. Une manière 
d'évaluer le bon déroulement de cette période critique, qu'est la 
phase de résolution, est d'analyser les exsudats provenant de la 
15 plaie (cellules, médiateurs et métabolites) . En effet, la 
chronicité inflammatoire se traduit par un afflux plus important 
de cellules inflammatoires, une production excessive de nombreuses 
cytokines et chimiokines inflammatoires et de protéases qui 
dégradent la matrice cellulaire. Inversement la phase de 
20 résolution implique l'apparition d'un certain type de macrophages 
responsables de la phagocytose des cellules inflammatoires 
apoptotiques. Ces macrophages sont aussl impliqués dans la 
production de médiateurs favorisant la phase de granulation ainsi 
que la réparation tissulaire. L'analyse de l'exsudat permettra au 
25 médecin d'évaluer la phase inflammatoire et sa résolution, et 
permettra alnsl de choisir de traiter la plaie par un agent 
thérapeutique adapté de manière à favoriser une meilleure 
cicatrisation. 
30 
Traditionnellement, les plaies sont recouvertes par un 
pansement pour empêcher une contamination par des agents 
infectieux présents dans l'environnement, mals également pour 
maintenir la plaie dans un milieu humide favorisant la 
cicatrisation. Cependant, ce système de protection ne permet pas 
d'analyser les exsudats et de visualiser la cicatrisation en temps 
35 réel. De plus, l'exsudat s'accumule dans le pansement et sature le 
milieu absorbant du pansement. Le pansement doit donc être changé 
régulièrement pour éviter la macération de la plaie, ce qui 
implique un risque de contamination de la plaie qui est exposée 
momentanément à l'air libre. De plus, les pansements peuvent 
également adhérer, 
des lésions à la 
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même faiblement à la plaie, et induire ainsi 
plaie lors de leur retrait. Ces nouvelles 
agressions engendrent une poursuite de l'inflammation, qui a pour 
conséquence de prolonger la phase inflammatoire et donc de 
5 modifier de façon substantielle la cinétique de cicatrisation. 
Des chambres implantables ont été mises au point pour étudier 
la cicatrisation de plaies du derme sur des animaux de 
laboratoires tels que la souris ou le porc. Cependant, ces 
chambres implantables sont insérées en partie sous la peau de 
10 1' animal et sont maintenues en place par des points de suture. 
Cette méthode est donc invasive, c'est à dire qu'elle présente 
comme inconvénient majeur de nécessiter un acte chirurgical 
d'implantation de la chambre en partie sous la peau de l'animal et 
risque donc de provoquer une réaction inflammatoire chez le sujet 
15 en question, en créant des agressions tissulaires lors de son 
implantation. Ces agressions tissulaires auront des conséquences 
néfastes sur le bon déroulement de la cicatrisation de 1' animal. 
De plus, elles ont essentiellement été mises au point pour 
modéliser les mécanismes de cicatrisation chez l'animal comme par 
20 exemple, une souris ou le porc. Ainsi, avec de telles chambres 
invasives, il est impossible de réaliser un suivi visuel, 
cellulaire, biochimique et moléculaire fiable des plaies notamment 
durant les premiers jours qui suivent l'implantation de ces 
chambres. 
25 Il existe donc un réel besoin en une méthode non-invasive de 
prélèvement d'exsudats purs à des fins d'analyse en temps réel 
utilisant un dispositif non invasif et permettant de visualiser la 
progression de la cicatrisation sans être nécessairement obligé 
d'ouvrir ledit dispositif, ni de le retirer. 
30 Invention : 
35 
Un premier objet de la présente invention est une méthode 
non-invasive d'analyse de la progression de la cicatrisation d'une 
plaie qui met en œuvre un dispositif tel que décrit dans la 
demande de brevet N°FR 11 62295 déposée le 22 décembre 2011. 
Ledit dispositif comprend notamment: une chambre ayant une 
paroi latérale, une extrémité inférieure ouverte et une extrémité 






supérieure et/ou sur la paroi latérale de ladite chambre, ledit 
dispositif étant destiné à être en contact avec la peau et à 
circonscrire la plaie lors de son utilisation par l'intermédiaire 
d'une interface. 
Préférentiellement, ledit dispositif comprend un moyen de 
fermeture amovible de la chambre, destiné à être disposé en 
position fermée, sur l'ouverture d'accès de la chambre. 
Cette méthode comprend les étapes suivantes: 
fixer le dispositif non invasif sur le pourtour de la 
plaie 
faire une observation macroscopique de la plaie et/ ou de 
l'exsudat ; et/ou 
prélever l'exsudat contenu dans ledit dispositif et 
analyser ledit exsudat. 
Dans la première étape de mlse en œuvre de cette méthode, le 
dispositif de prélèvement est positionné de manière à . . clrconscrlre 
la plaie, ainsi ledit dispositif est fixé sur la peau saine autour 
de la plaie, par exemple grâce à une interface qui est adhésive. 
L'interface adhésive peut consister en un adhésif qui est appliqué 
20 soit directement sur le dispositif jus te avant de le positionner 
autour de la plaie, soit sur une jupe en matériau souple 
conformable, ou bien le dispositif ou la jupe peuvent être pré-
enduits par un adhésif lors de leur fabrication. Dans ce cas, 
l'interface adhésive est avantageusement protégée par une barrière 
25 protectrice qui devra être enlevée avant de positionner le 
dispositif autour de la plaie. 
Une fois le dispositif positionné au-dessus de la plaie, il 
convient d'exercer une pression suffisante sur la partie 
supérieure du dispositif jusqu'à la prise complète de l'adhésif et 
30 à la fixation totale du dispositif autour de la plaie. 
Lors de 1' étape de positionnement, et afin d'améliorer la 
tenue du dispositif autour de la plaie, on peut éventuellement 
enduire le pourtour de l'interface du dispositif ainsi que la peau 
au voisinage de la plaie et à proximité du dispositif par de 
35 1' adhésif. 
Afin de faciliter l'étape de positionnement, il est 
préférable de visualiser la plaie afin de placer le dispositif sur 
la peau salne autour de la plaie. Pour cela, on peut notamment 
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retirer le moyen de fermeture du dispositif avant de positionner 
ce dernier. En effet, le dispositif de prélèvement utilisé dans la 
méthode selon l'invention comprend un moyen de fermeture qui 
permet d'accéder facilement à la plaie sans avolr à retirer le 
5 dispositif. Ledit moyen de fermeture est fixé sur la partie 
supérieure de la chambre du dispositif ou sur la paroi latérale de 
la chambre du dispositif, notamment par un pas de vis, un clip, 
une goupille, un moyen de sertissage et/ou un système de 
baïonnette. Une fois que le dispositif est fixé sur la peau autour 
10 de la plaie par son interface adhésive, le moyen de fermeture du 
dispositif est replacé sur la chambre dudit dispositif, par 
exemple en le vissant ou à l'aide d'une goupille insérée dans des 
orifices adaptés placés sur le moyen de fermeture et sur la 
chambre du dispositif. 
15 La visualisation de la plaie permettant un bon positionnement 
du dispositif peut également être réalisée sans ouvrlr le 
dispositif, en regardant à travers le moyen de fermeture dudi t 
dispositif, notamment lorsque le moyen de fermeture est réalisé en 
matériau transparent et/ ou est munl d'une lentille transparente, 
20 éventuellement grossissante. 
Cette étape de positionnement du dispositif permet de le 
fixer autour de la plaie de manière temporaire et non-invasive. Le 
dispositif doit être fixé à la peau de manière suffisante pendant 
toute la durée de la cicatrisation. Il est à noter de plus que le 
25 dispositif est étanche au niveau de la zone d'interaction 
dispositif/peau du sujet. Ainsi, l'exsudat recueilli dans la 
chambre ne peut pas s'échapper par les bords dudit dispositif. 
30 
La deuxième étape de la méthode selon l'invention est 
l'observation macroscopique de la plaie et/ou de l'exsudat. 
Par observation macroscopique, la demanderesse entend toute 
analyse réalisée de manière externe, c'est-à-dire de manière non-
invasive ou encore sans intervention sur le site en question, de 
la plaie et/ou de l'exsudat. 
Selon un mode de réalisation préféré, l'observation macroscopique 
35 de la plaie et/ou de l'exsudat comprend la détermination des 
paramètres physico-chimiques de ladite plaie et/ou dudit exsudat. 
Par paramètres physico-chimiques, on entend, au sens de la 
présente invention, différentes caractéristiques sensorielles de 
la plaie et/ou de l'exsudat, telles que notamment l'aspect de la 
7 
plaie (couleur, texture, profondeur, 





L'observation macroscopique de la plaie peut ainsi consister 
en un suivi visuel, volre olfactif, de l'état et de la progression 
5 de la cicatrisation de la plaie. Ainsi, une observation simple de 
la plaie pourra être effectuée à l'aide d'un appareil 
photographique, d'une caméra vidéo, ou bien tout simplement grâce 
à l'œil humain. Une observation grossie pourra quant à elle être 
réalisée à l'aide d'une loupe, d'un dermoscope ou bien dans un 
10 autre registre, via une application pour « smartphone » comme par 
exemple l'application MOWA («Mobile Wound Analyser»). Enfin, une 
observation offrant encore de meilleures résolutions visuelles 
pourra être mlse en œuvre à l'aide d'une microscopie biphotonique, 
d'une diffusion Raman, d'une microscopie confocale, d'un IRM, 
15 d'une échographie haute fréquence, ou encore par capillaroscopie. 
Ce dernier type de technologies permet une observation en 
profondeur de la plaie, de l'ordre de quelques centaines de 
micromètres, ce qui est impossible à l'œil nu. Il est à noter que 
des moyens de suivi étalons seront envisagés pour chaque type de 
20 technique de visualisation macroscopique utilisé. Un des modes de 
réalisation préféré de la présente invention réside en une prise 
de photographie qui peut notamment être effectuée sans ouvrir le 
dispositif 
et/ou est 
lorsque celui -ci est réalisé en matériau transparent 
munl d'une lentille transparente, éventuellement 
25 grossissante. Ce mode de réalisation est particulièrement aisé à 
mettre en œuvre. Dans le cas contraire, la prise de photographie 
est réalisée après avolr retiré le moyen de fermeture du 
dispositif, ledit moyen de fermeture étant remls en position 
fermée sur le dispositif une fois la photographie prise. La 
30 fréquence de la prise de photographie peut notamment être d'une 
photographie par jour, ce qui permet de visualiser la cinétique de 
la progression de la cicatrisation de la plaie. 
Les différentes photographies sont préférentiellement prises 
avec les mêmes réglages afin de pouvoir comparer les photographies 
35 entre elles. Ainsi, selon un mode de réalisation particulier, 
l'appareil photographique est positionné à la même distance de la 
plaie et avec le même angle pour chaque photographie, en utilisant 
par exemple un banc de photographie. 
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Selon un mode de réalisation préféré, la prise de la 
photographie peut être suivie ou simultanée à une comparaison avec 
un ou des moyens de suivi macroscopiques étalons. Ainsi, avant de 
prendre la photographie, on peut positionner à proximité du 
5 dispositif un moyen d'étalonnage tel que notamment un objet 
comprenant des graduations, et/ou un nuancler de teintes bien 
définies. Une fois les différentes photographies prises, le moyen 
d'étalonnage permet notamment de comparer les photographies, même 
lorsque les réglages de l'appareil photographique diffèrent, et de 
10 réaliser des mesures de la plaie sur les photographies. 
Selon un mode de réalisation préféré, des analyses 
biologiques sont réalisées sur l'exsudat pour caractériser et/ou 
quantifier les différentes populations cellulaires contenues. Il 
est également possible de déterminer la présence mals aussl de 
15 quantifier les métabolites et/ou les microorganismes contenus dans 
ledit exsudat. 
Afin de réaliser ces analyses pour le suivi de la progression 
de la plaie grâce à la méthode selon l'invention, l'exsudat 
contenu dans le dispositif peut être prélevé et ledit exsudat est 
20 analysé. L'analyse peut notamment être une évaluation plus 
spécifique des paramètres physico-chimiques 
par rapport aux mêmes paramètres observés 
de l'exsudat prélevé 
sans prélèvement de 
l'exsudat. Ainsi on pourra déterminer avec plus de précision le 
volume d'exsudat produit par la plaie, mals aussl tous les 
25 paramètres ayant trait aux propriétés propres dudit exsudat (pH, 
T°C, couleur, odeur, limpidité, viscosité) 
30 
Ledit prélèvement de l'exsudat peut notamment être effectué 
au moyen d'une pipette, munle d'un moyen 
cône, et/ou d'une seringue, soit après 
fermeture du dispositif, soit au travers 
d'aspiration tel qu'un 
ouverture du moyen de 
d'un septum positionné 
sur la paroi latérale de la chambre du dispositif ou sur le moyen 
de fermeture du dispositif. Le prélèvement de l'exsudat au travers 
du septum permet de conserver la stérilité du milieu interne du 
dispositif vis-à-vis du milieu extérieur dudit dispositif. 
35 Lorsque l'exsudat contenu dans le dispositif est trop 
visqueux pour pouvoir être facilement prélevé à la seringue, on 
peut avantageusement rendre l'exsudat moins visqueux en injectant 
dans le dispositif une solution physiologique, comme par exemple 
du sérum physiologique ou encore une solution diluée de chlorure 
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de sodium. Selon un mode de réalisation préféré, on peut aspirer 
et réinjecter plusieurs fois la solution composée d'exsudat dilué 
par la solution physiologique afin de bien laver le si te de la 
plaie et de récupérer le maximum de cellules, métabolites et/ou 
5 microorganismes afin de faciliter les analyses ultérieures. 
Par métabolite, la demanderesse entend tous les composés 
organiques susceptibles d'être retrouvés dans une plaie, tels que 
par exemple, des protéines (protéines inflammatoires ou anti-
inflammatoires, des facteurs de croissance, des protéines de la 
10 matrice extracellulaire comme le collagène ou la fibrine), des 
lipides (tels que des acides gras, des leucotriènes), de acides 
aminés, des hormones, de l'albumine, de l'urée. 
Par microorganismes, la demanderesse entend tous les 
microorganismes susceptibles d'être retrouvés sur une plaie, 
15 infectée ou non, tels que par exemple, des bactéries (telles que 
celles composées par le genre Staphylococcus comme par exemple, 
S. a ure us, S. epidermidis, S. pyogenes, par le genre Enterococcus, 
comme par exemple E.faecalis, par le genre Pseudomonas, comme par 
exemple P.aeruginosa, par la famille des Entérobactéries, du type 
20 E. coli, Enterobacter species, Proteus species, Serratia species, 
ou encore par des bactéries du type anaérobique, comme Clostrium 
species ou Bacteroïdes species), des levures (Candida albicans), 
des virus (rétrovirus, adénovirus), ou encore des parasites 
(ectoparasites, endoparasites, mesoparasites), 
25 Par cellules, la demanderesse entend toutes les cellules 
susceptibles d'être retrouvées sur une plaie, telles que notamment 
des cellules inflammatoires (granulocytes), des fibroblastes, ou 
encore des kératinocytes. 
L'exsudat prélevé est alors transféré dans un contenant 
30 adapté, tel que notamment un tube à essai ou un flacon muni d'un 
septum. Selon un mode de réalisation particulier, lorsque le 
prélèvement de l'exsudat dans le dispositif est réalisé au travers 
d'un septum et que l'exsudat est transféré dans un flacon muni 
d'un septum, 1' exsudat n'est pas en contact avec 1' air libre ce 
35 qui empêche sa contamination par des agents pathogènes extérieurs. 
Si le moyen de fermeture a été retiré pour réaliser le 
prélèvement de l'exsudat, ledit moyen de fermeture est remis en 
position fermée sur le dispositif après le prélèvement. 
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Les analyses biologiques qui peuvent être réalisées sur 
l'exsudat sont multiples et variées. Ainsi, dès le premier jour de 
la mlse en œuvre de la méthode selon l'invention, on peut 
effectuer un sul Vl phénotypique et fonctionnel des populations 
5 cellulaires, telles que notamment les cellules inflammatoires ou 
les cellules cutanées. Ces analyses, réalisées notamment à l'aide 
de la cytométrie en flux, permettent de suivre les différentes 
étapes de la cicatrisation dont plus particulièrement la phase 
inflammatoire, bien que le suivi de la deuxième phase, dite phase 
10 de granulation ou d'épidermisation (appelée également phase de 
prolifération) puisse également être réalisé. Ces analyses 
permettent de vérifier que la phase de granulation commence et que 
la phase inflammatoire ne persiste pas dans le temps, ce qui 
pourrait nuire à une bonne cicatrisation. Ainsi Sl l'on réalise un 
15 sui vi par cytométrie en flux du nombre de granulocytes présents 
dans l'exsudat, on verra, au tout début de la phase inflammatoire 
que les granulocytes sont majoritaires. Si la phase inflammatoire 
se déroule correctement, quelques jours après la survenue de la 
plaie, le nombre de granulocytes aura fortement diminué, avec 
20 parallèlement une augmentation du nombre de monocytes et de 
fibroblastes qui permettent la formation du tissu de granulation. 
Si l'on constate que les granulocytes sont encore très nombreux 
trois jours après la survenue de la plaie, il est possible que la 
plaie présente un défaut dans la phase de résolution de 
25 l'inflammation qui peut trouver sa cause dans une infection 
bactérienne par exemple. Si le type de bactérie est identifié par 
l'analyse appropriée, le médecin pourra alors prescrire un 
traitement antibiotique, qui sera avantageusement injecté dans le 
dispositif afin d'être en contact avec la plaie et d'éliminer 
30 l'infection avant que des complications n'apparaissent. 
Les analyses réalisées sur l'exsudat peuvent également 
permettre d'établir un sul Vl des médiateurs produits pendant la 
cicatrisation, tels que notamment les cytokines inflammatoires 
(TNF-cx, IL12, ILl-~, IL6 ... ) et anti-inflammatoires (TGF-~ et IL-
35 10), les médiateurs lipidiques comme les leucotriènes, les 
prostaglandines ou encore les facteurs de crolssance (VEGF, PDGF). 
Ces médiateurs peuvent notamment être quantifiés par un dosage 
ELISA. L'analyse de métabolites, et plus particulièrement de 
médiateurs contenus dans l'exsudat permet également de sulvre 
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l'avancée de la cicatrisation. Ainsi, par exemple, Sl l'exsudat 
contient un taux anormalement élevé en quantité de cytokines 
inflammatoires, cela indique que la phase inflammatoire n'est pas 
terminée ce qui peut nuire à la bonne cicatrisation de la plaie. 
5 En effet, la présence prolongée de cytokines inflammatoires dans 
la plaie peut provoquer la dégradation de la matrice cellulaire et 
induire une chronicité de la plaie. 
La méthode selon l'invention peut également comprendre une 
étape supplémentaire de lavage de la plaie, par exemple par une 
10 solution physiologique classique du type sérum physiologique, 
Chlorure de Sodium, eau stérile, eau savonneuse, ou encore une 
solution de Lacate de Ringer mals aussl éventuellement par une 
solution comprenant un agent antibactérien et/ ou un agent 
thérapeutique, auquel cas, la mise en contact de ces solutions sur 
15 le si te cicatriciel sera prolongée, en comparaison à la ml se en 
contact d'une solution de lavage dite classique sur le site 
cicatriciel. Ainsi, Sl l'on souhaite nettoyer la plaie, on peut 
mettre au contact de la plaie une solution physiologique 
classique, par exemple après l'étape de positionnement du 
20 dispositif. On laisse la solution agir quelques minutes et on 
l'enlève du dispositif. D'une autre façon, Sl l'on souhaite 
traiter la plaie, on peut mettre au contact de la plaie une 
solution contenant un agent thérapeutiquement actif, par exemple 
tous les jours après l'étape d'observation macroscopique de la 
25 plaie et/ou de l'exsudat ou bien éventuellement après l'étape 
d'analyse de l'exsudat. On laisse la solution agir plusieurs 
minutes volre heures ou encore jours et on l'enlève ensuite du 
dispositif si et seulement si la solution n'a pas été totalement 
absorbée au niveau de la plaie. 
30 Selon un autre mode de réalisation de la présente invention, 
la méthode comprend une étape supplémentaire dans laquelle une 
solution de lavage ou une solution comprenant un ou plusieurs 
agents thérapeutiquement actifs est mise en contact avec la plaie 
à 1' aide dudi t dispositif. Ainsi, le dispositif utilisé dans la 
35 méthode permet de tester de nouveaux actifs, notamment des actifs 
cicatrisants ou antimicrobiens, directement au contact de la 
plaie. Ainsi, il sera possible d'utiliser di verses formes 
galéniques d'actifs, telles que notamment des solutions d'actifs 
permettant une action plus localisée sur la lésion, et plusieurs 
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concentrations d'actifs. Ceci permettra donc de tester 
1' efficacité de certains actifs ainsi que de tester la tolérance 
de la plaie par rapport à la concentration de chacun des actifs. 
L'avantage majeur résidant bien évidemment dans la possibilité de 
5 tester une forme galénique particulière et atypique sur le si te 
cicatriciel, c'est-à-dire non envisageable en temps normal sans 
l'aide dudit dispositif de la demanderesse, telle qu'une solution 
liquide d'agents actifs. De manière générale, les actifs sont 
choisis parmi : 





la polymyxine B, les 
les tétracyclines, la 
les aminoglycosides, 
l'amikacine, la gentamicine, la néomycine, l'argent et ses sels 
(sulfadiazine argentique) 
15 -les antiseptiques tels que le mercurothiolate de sodium, 
l'éosine, la chlorhexidine, le borate de phénylmercure, l'eau 
oxygénée, la liqueur de Dakin, le triclosan, le biguanide, 
1' hexamidine, le thymol, le lugol, la povidone iodée, le 
merbromine, le chlorure de benzalkonium et de benzéthonium, 
20 l'éthanol et l'isopropanol. 
-les antiviraux tels l'acyclovir, la famciclovir, le 
ritonavir. 
-les antifongiques tels que les polyènes, le nystatin, 
l'amphotéricine B, la natamycine, les imidazolés (miconazole, 








thiabendazole, tioconazole) , les 




-les antidouleurs tels que 
dextropropoxyphène, le tramadol, 
le paracétamol, la codéine, le 
la morphine et ses dérivés, les 
corticoïdes et ses dérivés. 
- les cicatrisants : le KSOS, le sucralfate, l'allantoïne, le 
collagène ou l'acide hyaluronique. 
Un autre objet de l'invention est une méthode d'analyse de la 
cicatrisation d'une plaie chez un animal comprenant les étapes 
suivantes: 




fixer le dispositif de prélèvement sur le pourtour de la 
plaie 
faire une observation macroscopique de la plaie et/ ou de 
l'exsudat ; et/ou 
prélever l'exsudat contenu 
analyser ledit exsudat. 
La présente méthode, de même 
dans 
que la 
ledit dispositif et 
méthode précédemment 
décrite supra, sont réalisées sur l'animal. Par animal, on entend, 
au sens de la présente invention, un animal ou l'être humain. 
10 L'animal chez lequel on veut étudier la progression de la 
cicatrisation peut notamment être une souris, un porc et/ou un 
rat. Il peut également s'agir de l'être humain, en particulier des 
personnes souffrant d'un trouble métabolique ou d'une pathologie 
15 
(tel que un diabète, une immunodéficience, une 






Dans le cas du murin, avant de créer la plaie, ledit animal 
doit être préparé pour l'opération. Ainsi, on procède tout d'abord 
à 1' anesthésie locale ou générale de 1' animal. L'anesthésie peut 
20 notamment être réalisée par injection d'une solution anesthésiante 
pouvant être un mélange de kétamine et de xylazine. Après 
anesthésie de l'animal, on attend le temps nécessaire pour que 
l'anesthésie fasse effet. Si besoin, l'animal est ensuite tondu 
sur la zone où l'on souhaite créer la plaie. Cette étape-là est 
25 une étape dont on peut s'affranchir dans le cas de l'être humain. 
Néanmoins, selon les cas, elle peut être adaptée, et cecl au moyen 
d'une anesthésie locale de la zone de création de la plaie. 
On procède alors à la création d'une plaie sur l'animal. La 
plaie peut notamment être superficielle ou profonde c'est-à-dire 
30 qu'elle va jusqu'à l'hypoderme ou jusqu'au tissu musculaire. 
Qu'elles soient superficielles ou profondes, la littérature 
décrit déjà plusieurs manières de réaliser une plaie. Les plaies 
peuvent être de natures différentes selon les domaines d'études 
qui sont privilégiés. 
35 Dans la méthode selon l'invention, la plaie est créée 
mécaniquement, chimiquement, thermiquement et/ou par rayonnement. 
La plaie peut être créée mécaniquement à l'aide d'outils tels que 
des ciseaux, un emporte-pièce ou « biopsy punch ». Dans ce cas-là, 
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on peut tracer la délimitation de la future lésion cutanée, en 
utilisant par exemple un marqueur et un patron. La peau de 
1' animal peut alors être pincée pour être coupée au ciseau ou à 
1' aide d'un scalpel, en suivant la ligne délimitant la lésion 
5 cutanée ou alors la peau peut être tendue afin d'y exercer une 
pression à 1' aide d'un emporte-pièce ou « biopsy punch ». Des 
plaies superficielles peuvent également être créées mécaniquement. 
On peut notamment faire un « stripping » en apposant un adhésif 
puis en le retirant de la future zone de création de la plaie. En 
10 répétant l'opération plusieurs fois, il est alnsl possible de 
créer une lésion plus ou molns superficielle à la surface de la 
peau. D'une manière semblable, il est également possible 
d'effectuer un frottement prolongé sur l'épiderme à l'aide 
d'outils tel qu'une râpe. D'autres moyens de création de lésion 
15 peuvent également être considérés tels que notamment les produits 
chimiques. Une solution caustique (soude, acide nitrique ... ) peut 
être déposée sur la partie de la peau à léser. La concentration de 
1' agent utilisé ainsi que la durée d' exposition détermineront la 
profondeur des plaies. Ce type de blessure s'apparente aux 
20 brûlures (source chaude et/ ou froide, électrique, rayonnement ... ) 
qu'il est également possible de reproduire. Ainsi, tout comme 
1' emploi de produits chimiques, la profondeur et 1' étendue de la 
brûlure dépendra essentiellement de la durée et des propriétés 
physico-chimiques des outils ou solutions employés. De manière 
25 plus particulière, des systèmes de dépression pourront être 
employés afin de produire des décollements (bulles de succion) ou 
phlyctènes. On peut également envisager des procédures 
d'écrasement de la peau, mais aussi des procédures de ligature ou 
de section vasculaire, afin d'obtenir des plaies ischémiques. Il 
30 sera également possible de créer une plaie avec un appareil 
émettant un rayonnement, tel que le LASER ou des rayons ionisants 
de type ~ ou gamma. 
Le dispositif de prélèvement est alors fixé sur la peau salne 
autour de la plaie au moyen de son interface adhésive comme décrit 
35 précédemment. 
L'observation macroscopique de la plaie est réalisée de façon 
préférentielle en prenant des photographies de la plaie comme 
décrit précédemment. Le SUlVl biologique de la plaie par 
prélèvement de l'exsudat contenu dans le dispositif et son analyse 
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est réalisé comme décrit précédemment. Ainsi, on peut notamment 
réaliser le sul Vl phénotypique et fonctionnel de di verses 
populations cellulaires, telles que notamment les granulocytes, 
les lymphocytes, les monocytes, les fibroblastes, et/ ou réaliser 
5 le suivi de métabolites contenus dans l'exsudat tels que notamment 
les cytokines, les médiateurs lipidiques, les facteurs de 
croissance, voire également le suivi de microorganismes, tel que 
décrit précédemment. 
De plus, il peut être intéressant d'étudier 1' influence de 
10 divers facteurs pathologiques ou physiologiques sur la 
cicatrisation de la plaie sur l'animal. Ainsi, on peut comparer la 
cicatrisation d'un animal présentant un état physiologique 
particulier par rapport à celle d'un animal sain. De plus, puisque 
la méthode selon l'invention met en œuvre un dispositif non-
15 invasif, on peut réaliser un sul Vl fiable des médiateurs et des 
métabolites produits dès la création de la plaie chez l'animal, ce 
qui n'était pas possible avec les dispositifs invasifs implantés 
sous la peau de l'art antérieur. 
La méthode selon l'invention peut également comprendre une 
20 étape supplémentaire de lavage de la plaie par une solution 
physiologique comprenant un agent antibactérien et/ ou un agent 
thérapeutique, telle que décrite précédemment. Ainsi, Sl l'on 
souhaite nettoyer la plaie, on peut mettre au contact de la plaie 
une solution comprenant un agent antibactérien, par exemple après 
25 1' étape de positionnement du dispositif. On laisse la solution 
agir quelques minutes et on l'enlève du dispositif. Au contraire, 
si l'on souhaite traiter la plaie, on peut mettre au contact de la 
plaie une solution contenant un agent thérapeutiquement actif, par 
exemple plusieurs minutes voire heures ou encore jours et ce tous 
30 les jours après l'étape de prise de la photographie et/ou après 
l'étape d'analyse de l'exsudat. On laisse la solution agir sur le 
site cicatriciel et on l'enlève du dispositif Sl et seulement Sl 
elle n'a pas été totalement absorbée au niveau de la plaie. Cette 
étape supplémentaire peut notamment permettre d'étudier 
35 l'influence et l'efficacité d'un agent thérapeutiquement actif sur 
la cicatrisation de la plaie de l'animal. 
Il sera ainsi possible, par exemple, d'appliquer la méthode 
selon l'invention à deux groupes 
d'animaux qui n'est pas traité 
d'animaux, un groupe de contrôle 




actif et un groupe test d'animaux qui reçoit un traitement avec 
agent thérapeutiquement actif, et ce tous les jours. En comparant 
les photographies prises entre les deux groupes d'animaux, et/ou 
en comparant les analyses biologiques des exsudats, on pourra 
vérifier Sl l'agent thérapeutiquement actif améliore la 
cicatrisation des plaies et adapter le dosage ou la fréquence 
d'administration du traitement. 
L'invention sera mleux comprise à la lumière des figures 
sui vantes qui ne sont qu'illustra ti ves et ne sauraient en rlen 
10 limiter l'invention. 
15 
La figure 1 est une vue en coupe transversale d'un dispositif 
permettant la mise en œuvre de l'invention. 
La figure 2 est une photographie d'une sourls sur laquelle on 
a créé une plaie dorsale. 
La figure 3 est une photographie de la sourls de la figure 2 
sur laquelle on a fixé la chambre d'un dispositif de prélèvement 
sur la peau saine autour de la plaie par un adhésif. 
La figure 4 est une photographie de la souris de la figure 3 
sur laquelle on a fixé le moyen de fermeture sur la chambre du 
20 dispositif au moyen d'une goupille. 
25 
La figure 5 représente différentes photographies d'une plaie 
sur une sourls saine, les photographies étant prises à différents 
intervalles de temps à partir du jour de la création de la plaie 
(JO) jusqu'au 14ème jour après la création de la plaie (J14). 
La figure 6 représente les différents résultats de l'analyse 
par cytométrie en flux des populations cellulaires contenues dans 
1' exsudat lssu d'une plaie sur une sourls saine, les analyses 
étant réalisées à différents intervalles de temps à partir du 1er 
jour après la création de la plaie (Jl) jusqu'au 7ème jour après 
30 la création de la plaie (J7). 
35 
La figure 7 est un graphique représentant la quantité d'une 
cytokine anti-inflammatoire mesuré par dosage ELISA, 
contenues dans les exsudats lssus de plaies dorsales chez des 
. . 
sourls salnes. 
L 1 invention va être décri te plus en détails à 1 1 aide des 






Exemple 1 : Création d'une plaie et 
dispositif sur la plaie dorsale de la souris. 
Afin de créer une plaie sur une 
photographiée sur la Figure 2, la souris est 
par injection d'un mélange de kétamine et de 
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mise en place du 
sourls telle que 
d'abord anesthésiée 
xylazine par voie 
intra-péritonéale. Ensuite, on coupe la peau de la souris avec un 
ciseau, sur sa partie dorsale. 
On va placer sur la sourls le dispositif (1) 
Le dispositif (1) est constitué d'une chambre 
de la figure 1. 
tubulaire (2) 
comprenant une paroi latérale (3), et deux extrémités, inférieure 
( 4) et supérieure ( 5), ouvertes. Ladite extrémité inférieure ( 4) 
de la chambre tubulaire (2) présente une collerette (6) externe en 
matériau souple. L'interface (7) du dispositif (1) est constituée 
15 d'une couche mince de colle chirurgicale, appliquée sur la surface 
inférieure de la collerette ( 6) de la chambre tubulaire ( 2) . Un 
moyen de fermeture ( 8) du dispositif ( 1) est fixé à la partie 
supérieure de la chambre tubulaire (2) au moyen d'une goupille 
( 9). 
20 On retire le moyen de fermeture du dispositif en le 
dégoupillant. On enlève la goupille (9) afin de retirer le moyen 
de fermeture (8) du dispositif (1). On enduit la surface 
inférieure de la collerette (6) de la chambre tubulaire (2) d'une 
couche mince de colle chirurgicale afin de constituer l'interface 
25 ( 7) du dispositif. Le dispositif ( 1) est positionné au-dessus de 
la plaie de manière à la circonscrire. On exerce une pression 
suffisante sur la partie supérieure du dispositif ( 1) jus qu'à la 
prise complète de 1' adhésif sur la peau de la sourls selon la 
figure 2. On enduit la surface extérieure et le pourtour de la 
30 collerette (6) du dispositif (1) ainsi que la peau à proximité du 
dispositif de colle chirurgicale jusqu'à prise complète de 
1' adhésif tel que photographié sur la figure 3. On replace le 
moyen de fermeture (8) sur le dispositif en insérant une goupille 
(9) et en l'insérant dans des orifices placés sur la chambre (2) 
35 du dispositif (1) et sur le moyen de fermeture (8) afin de 
maintenir ces deux éléments ensemble. Le dispositif (1) est alors 
fixé sur le dos de la souris tel que photographié sur la figure 3. 
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Exemple 2 : Suivi photographique de l'avancée de la 
cicatrisation d'une plaie dorsale chez la souris. 
On réalise 1' analyse de la progression de la cicatrisation 
d'une plaie chez une souris saine sur laquelle on a créé une plaie 
5 selon 1' exemple 1 et positionné un dispositif ( 1) toujours selon 
l'exemple 1. La souris est anesthésiée avec un gaz et disposée sur 
un banc de photographie comprenant des graduations régulières afin 
de réaliser un étalonnage. On enlève la goupille (9) afin de 
retirer le moyen de fermeture (8) du dispositif (1). On prend la 
10 photographie avec un appareil photographique classique, que l'on 
peut trouver dans le commerce. On replace le moyen de fermeture 
(8) sur le dispositif en chauffant une goupille (9) et en 
l'insérant dans des orifices placés sur la chambre (2) du 
dispositif (1) et sur le moyen de fermeture (8) afin de maintenir 
15 ces deux éléments ensemble. Une photographie par jour est prise, 
et ce dès le jour de la création de la plaie et pendant 14 jours. 
Les différentes photographies prises sont présentées sur la figure 
4. Comme on l'observe sur les photographies, de JO à J5, 
correspondant à la phase inflammatoire et au démarrage de la phase 
20 proliférative, la taille de la plaie ne varle pas mals l'on 
assiste à la formation d'un tissu de granulation recouvrant 
progressivement le fascia musculaire mis à nu lors de 1' excision 
du tissu cutané. De J5 à J14 la taille de la plaie diminue grâce 
au développement du tissu de granulation contenant les 
25 myofibroblastes permettant la contraction de la plaie. A J14, la 
plaie est quasiment refermée. 
Exemple 3 : Suivi cellulaire de l'avancée de la cicatrisation 
d'une plaie dorsale chez une souris saine. 
On réalise l'analyse de la progression de la cicatrisation 
30 d'une plaie sur une sourls salne sur laquelle on a créé une plaie 
selon l'exemple 1 et positionné un dispositif de prélèvement 
toujours selon l'exemple 1. Avant de prélever l'exsudat, la souris 
est anesthésiée avec un gaz. Une solution physiologique est 
injectée à la seringue au travers d'un septum placé sur le moyen 
35 de fermeture du dispositif. On aspire et on réinjecte à la 
seringue trois fois l'exsudat dilué par la solution physiologique 
afin de bien laver le site de la plaie et de récupérer le maximum 
de cellules pour l'analyse. 
2984719 
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L'exsudat dilué est prélevé à la pipette et est transféré 
dans un flacon muni d'un septum. 
Afin de déterminer la cinétique d'infiltration des 
granulocytes, caractérisés par l'expression des antigènes Ly6G et 
5 714 à leur surface, les cellules sont incubées durant 15 minutes 
avec des anticorps anti-souris Ly6g et 714 chacun couplés à des 
fluorochromes. Enfin les cellules de l'exsudat sont de nouveau 
lavées. Les populations cellulaires de l'exsudat sont analysées 
par cytométrie en flux. Les données sont acquises par un cytomètre 
10 FACScalibur (BD Biosciences) en utilisant le logiciel CellQuest 
Pro. 
Le prélèvement de l'exsudat et son analyse par cytométrie en 
flux sont réalisés 24 heures après la création de la plaie et 
répétés chaque jour pendant une semaine. Les résultats, présentant 
15 les différentes intensités de fluorescence pour chaque anticorps, 
sont regroupés sur la figure 6. A J1 post-lésion, on observe un 
exsudat composé essentiellement de granulocytes, représentés par 
un fort marquage Ly6G et 7/4. Dès J2 post-lésion, on observe une 
diminution progressive du marquage Ly6G jusqu'à sa disparition 
20 totale, tandis que le marquage 7/4 est conservé. Cette analyse des 
populations cellulaires composant l'exsudat permet de suivre la 
progression de la phase inflammatoire, caractérisée par 
l'infiltration des granulocytes, puis par leur disparition lors du 
démarrage de la phase proliférative. 
25 Exemple 4 : Comparaison du nombre de cytokines anti-
inflammatoires contenues dans 1' exsudat issu d'une plaie dorsale 
d'une souris saine 
On réalise le sui vi de l'avancée de la cicatrisation d'une 
plaie sur un groupe de 2 souris saines. Sur chacune des deux 
30 souris, on créé une plaie selon l'exemple 1 et on positionne un 
dispositif de prélèvement toujours selon l'exemple 1. Avant de 
prélever l'exsudat, chaque souris est anesthésiée avec un gaz. Une 
solution physiologique de volume connu est injectée à la seringue 
au travers d'un septum placé sur la chambre du dispositif. On 
35 aspire et on réinjecte à la seringue trois fois l'exsudat dilué 
par la solution physiologique afin de bien laver le site de la 
plaie, d'homogénéiser l'exsudat. L'exsudat dilué est prélevé à la 
seringue et est transféré dans un flacon muni d'un septum puis 
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centrifugée afin de ne récupérer que le surnageant contenant les 
cytokines. Les cytokines inflammatoires et anti-inflammatoires 
contenues dans l'exsudat sont analysées par dosage ELISA et sont 
réalisés 48 heures après la création de la plaie et répétés chaque 
5 jour pendant une semalne. Le dosage de la cytokine TGF-~ est 
représenté sur la figure 6. On observe une forte progression du 
taux de cytokines anti-inflammatoires du type TGF-~ dès J2 post-
lésion. Cette surproduction de cette cytokine an ti -inflammatoire 
atteint son maximum à J5 post lésion, date de la fin de la phase 
10 inflammatoire, avant de revenlr à un stade normal, à la fin du 







1. Méthode . . non-lnvaslve d'analyse de la progression de la 
cicatrisation d'une plaie, comprenant les étapes suivantes: 
fixer un dispositif non invasif de prélèvement sur le 
pourtour de la plaie 
faire une observation macroscopique de la plaie et/ ou de 
l'exsudat et/ou 
prélever l'exsudat contenu dans ledit dispositif et 
analyser ledit exsudat. 
2. Méthode d'analyse de la progression d'une plaie chez un 
animal comprenant les étapes suivantes: 
créer une plaie; 
fixer un dispositif non invasif de prélèvement sur le 
pourtour de la plaie ; 
faire une observation macroscopique de la plaie et/ ou de 
l'exsudat et/ou 
prélever l'exsudat contenu dans ledit dispositif et 
analyser ledit exsudat. 
3. Méthode selon la revendication 1 ou 2, caractérisée en ce 
20 que ledit dispositif de prélèvement est fixé à la peau autour de 
la plaie au moyen d'une interface. 
25 
4. Méthode selon l'une quelconque des revendications 2 et 3, 
caractérisée en ce que la plaie est créée mécaniquement, 
chimiquement, thermiquement et/ou par rayonnement. 
5. Méthode selon 1' une quelconque des revendications 1 à 4, 
caractérisée en ce que l'observation macroscopique de la plaie 
et/ou de l'exsudat comprend la détermination des paramètres 
physico-chimiques de ladite plaie ou dudit exsudat. 
6. Méthode selon 1' une quelconque des revendications 1 à 5, 
30 caractérisée en ce que 1' observation macroscopique est sul Vle ou 
simultanée à une comparaison avec un ou des moyens de sulvl 
macroscopiques étalons. 
7. Méthode selon 1' une quelconque des revendications 1 à 6, 
caractérisée en ce que l'exsudat est prélevé au travers d'un 
35 septum positionné sur le dispositif de prélèvement. 
2984719 
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8. Méthode selon l'une quelconque des revendications 1 à 7, 
caractérisée en ce que l'analyse de l'exsudat permet de déterminer 
les métabolites, les composants cellulaires, et/ou les 
microorganismes contenus dans ledit exsudat et comprend la 






























1 3 5 7 9 
Jours après la création de la lésion 
RÉPUBLIQUE FRANÇAISE 
- -
1112tm"" DE LA PROPRIÉTÉ 
INDUSTRIELLE 
RAPPORT DE RECHERCHE 
PRÉLIMINAIRE PARTIEL 
établi sur la base des dernières revendications 
déposées avant le commencement de la recherche 
voir FEUILLE(S) SUPPLÉMENTAIRE(S) 
DOCUMENTS CONSIDÉRÉS COMME PERTINENTS Revendications 
1-----,...-------------------------lconcernées 







à l'invention par l'IN Pl 
x US 2011/015591 Al (HANSON HEATHER S [US] 
ET AL) 20 janvier 2011 (2011-01-20) 





*alinéa [0002] * 
*alinéa [0014] - alinéa [0032] * 
* revendications 29-30 * 
* figure 1 * 
US 2010/256545 Al (AALI ADEL [US] ET AL) 
7 octobre 2010 (2010-10-07) 
* abrégé * 
*alinéa [0079] - alinéa [0080] * 
*alinéa [0089] - alinéa [0091] * 
*alinéa [0104] * 







4~--~--------------------~~~~~~~~--~_,----~~~~----------~ Date d'achèvement de la recherche Examinateur 











CATÉGORIE DES DOCUMENTS CITES 
X: particulièrement pertinent à lui seul 
Y: particulièrement pertinent en combinaison avec un 
autre document de la même catégorie 
A: arrière-plan technologique 
0 : divulgation non-écrite 
P : document intercalaire 
T : théorie ou principe à la base de l'invention 
E: document de brevet bénéficiant d'une date antérieure 
à la date de dépôt et qui n'a été publié qu'à cette date 
de dépôt ou qu'à une date postérieure. 
D : cité dans la demande 
L : cité pour d'autres raisons 
& : membre de la même famille, document correspondant 
w~----------------------------------------~ 
RECHERCHE INCOMPLÈTE 
FEUILLE SUPPLÉMENTAIRE C 
2984719 
Numéro de la demande 
FA 761597 
FR 1162344 
Revendications susceptibles de faire 1 'objet de recherches complètes: 
1 
Revendications ayant fait 1 'objet de recherches incomplètes: 
3. 5-8 
Revendications n'ayant pas fait 1 'objet de recherches: 
2. 4 
Raison pour la limitation de la recherche (invention(s) non 
brevetable(s)): 
L'objet des revendications 2 à 8 - les revendications 3 à 8 étant 
considérées en combinaison avec la revendication 2 -. ainsi que 1 'objet 
de la revendication 1 en combinaison avec les revendications 3 et 4 
constitue une méthode chirurgicale appliquée au corps humain etjou animal 
vivant et par conséquent constitue une exception à la brevetabilité. En 
effet. la revendication indépendante 2. ainsi que la revendication 
résultant de la combinaison des revendications 1. 3 et 4 a pour objet une 
méthode comprenant une étape de création d'une plaie et constitue par 
conséquent une méthode chirurgicale. 










ANNEXE AU RAPPORT DE RECHERCHE PRÉLIMINAIRE 
RELATIF A LA DEMANDE DE BREVET FRANÇAIS NO. FR 1162344 FA 761597 
La présente annexe indique les membres de la famille de brevets relatifs aux documents brevets cités dans le rapport de 
recherche préliminaire visé ci-dessus. 
Les dits membres sont contenus au fichier informatique de l'Office européen des brevets à la date du21-09 -2012 
Les renseignements fournis sont donnés à titre indicatif et n'engagent pas la responsabilité de l'Office européen des brevets, 
ni de l'Administration française 
Document brevet cité Date de Membre(s) de la Date de 
au rapport de recherche publication famille de brevet(s) publication 
us 2011015591 Al 20-01-2011 AUCUN 
-----------------------------------------------------------------------
us 2010256545 Al 07-10-2010 AU 2010236874 Al 27-10-2011 
CA 2757272 Al 21-10-2010 
CN 102448415 A 09-05-2012 
EP 2413858 Al 08-02-2012 
KR 20120025456 A 15-03-2012 
us 2010256545 Al 07-10-2010 
us 2012191026 Al 26-07-2012 
wo 2010120470 Al 21-10-2010 
-----------------------------------------------------------------------
Pour tout renseignement concernant cette annexe :voir Journal Officiel de l'Office européen des brevets, No.12/82 
RÉPUBLIQUE FRANÇAISE 
- -
1112tm"" DE LA PROPRIÉTÉ 
INDUSTRIELLE 
RAPPORT DE RECHERCHE 
PRÉLIMINAIRE PARTIEL 
établi sur la base des dernières revendications 
déposées avant le commencement de la recherche 
voir FEUILLE(S) SUPPLÉMENTAIRE(S) 
DOCUMENTS CONSIDÉRÉS COMME PERTINENTS Revendications 
1-----,...-------------------------lconcernées 







à l'invention par l'IN Pl 
x US 2011/015591 Al (HANSON HEATHER S [US] 
ET AL) 20 janvier 2011 (2011-01-20) 





*alinéa [0002] * 
*alinéa [0014] - alinéa [0032] * 
* revendications 29-30 * 
* figure 1 * 
US 2010/256545 Al (AALI ADEL [US] ET AL) 
7 octobre 2010 (2010-10-07) 
* abrégé * 
*alinéa [0079] - alinéa [0080] * 
*alinéa [0089] - alinéa [0091] * 
*alinéa [0104] * 







4~--~--------------------~~~~~~~~--~_,----~~~~----------~ Date d'achèvement de la recherche Examinateur 











CATÉGORIE DES DOCUMENTS CITES 
X: particulièrement pertinent à lui seul 
Y: particulièrement pertinent en combinaison avec un 
autre document de la même catégorie 
A: arrière-plan technologique 
0 : divulgation non-écrite 
P : document intercalaire 
T : théorie ou principe à la base de l'invention 
E: document de brevet bénéficiant d'une date antérieure 
à la date de dépôt et qui n'a été publié qu'à cette date 
de dépôt ou qu'à une date postérieure. 
D : cité dans la demande 
L : cité pour d'autres raisons 
& : membre de la même famille, document correspondant 
w~----------------------------------------~ 
RECHERCHE INCOMPLÈTE 
FEUILLE SUPPLÉMENTAIRE C 
2984719 
Numéro de la demande 
FA 761597 
FR 1162344 
Revendications susceptibles de faire 1 'objet de recherches complètes: 
1 
Revendications ayant fait 1 'objet de recherches incomplètes: 
3. 5-8 
Revendications n'ayant pas fait 1 'objet de recherches: 
2. 4 
Raison pour la limitation de la recherche (invention(s) non 
brevetable(s)): 
L'objet des revendications 2 à 8 - les revendications 3 à 8 étant 
considérées en combinaison avec la revendication 2 -. ainsi que 1 'objet 
de la revendication 1 en combinaison avec les revendications 3 et 4 
constitue une méthode chirurgicale appliquée au corps humain etjou animal 
vivant et par conséquent constitue une exception à la brevetabilité. En 
effet. la revendication indépendante 2. ainsi que la revendication 
résultant de la combinaison des revendications 1. 3 et 4 a pour objet une 
méthode comprenant une étape de création d'une plaie et constitue par 
conséquent une méthode chirurgicale. 










ANNEXE AU RAPPORT DE RECHERCHE PRÉLIMINAIRE 
RELATIF A LA DEMANDE DE BREVET FRANÇAIS NO. FR 1162344 FA 761597 
La présente annexe indique les membres de la famille de brevets relatifs aux documents brevets cités dans le rapport de 
recherche préliminaire visé ci-dessus. 
Les dits membres sont contenus au fichier informatique de l'Office européen des brevets à la date du21-09 -2012 
Les renseignements fournis sont donnés à titre indicatif et n'engagent pas la responsabilité de l'Office européen des brevets, 
ni de l'Administration française 
Document brevet cité Date de Membre(s) de la Date de 
au rapport de recherche publication famille de brevet(s) publication 
us 2011015591 Al 20-01-2011 AUCUN 
-----------------------------------------------------------------------
us 2010256545 Al 07-10-2010 AU 2010236874 Al 27-10-2011 
CA 2757272 Al 21-10-2010 
CN 102448415 A 09-05-2012 
EP 2413858 Al 08-02-2012 
KR 20120025456 A 15-03-2012 
us 2010256545 Al 07-10-2010 
us 2012191026 Al 26-07-2012 
wo 2010120470 Al 21-10-2010 
-----------------------------------------------------------------------












@) RÉPUBLIQUE FRANÇAISE 
INSTITUT NATIONAL 
@ N° de publication: 2999936 
DE LA PROPRIÉTÉ INDUSTRIELLE 
(à n'utiliser que pour les 
commandes de reproduction) 
@ N° d'enregistrement national : 12 62644 
PARIS 
@ lnt C18 : A 61 K 31160 (2013.01), A 61 P 17102 
DEMANDE DE BREVET D'INVENTION A1 
@Date de dépôt: 21.12.12. 
@Priorité: 
@ Date de mise à la disposition du public de la 
demande : 27.06.14 Bulletin 14/26. 
@ Liste des documents cités dans le rapport de 
recherche préliminaire : Se reporter à la fin du 
présent fascicule 
@ Références à d'autres documents nationaux 
apparentés : 
@ Demandeur(s) : LABORATOIRES URGO Société ano-
nyme- FR, INSERM (INSTITUT NATIONAL DE LA 
SANTE ET DE LA RECHERCHE MEDICALE)- FR, 
INSTITUT DE RECHERCHE POUR LE DEVELOPPE-
MENT (/RD) Etablissement public- FR et UNIVER-
SITE PAUL SABATIER TOULOUSE Ill Etablissement 
public à caractère scientifique et culturel- FR. 
@ lnventeur(s): COSTE AGNES, DARDENNE CHRIS-
TOPHE et PIPY BERNARD. 
@ Titulaire(s): LABORATOIRES URGO ,INSERM (INS-
TITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA 
RECHERCHE MEDICALE),INSTITUT DE 
RECHERCHE POUR LE DEVELOPPEMENT (IRD), 
UNIVERSITE PAUL SABATIER TOULOUSE Ill. 
@ Mandataire(s) : CABINET PLASSERAUD. 
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lique ou l'un de ses sels, à une concentration comprise entre 
200 et 4800 iJ.M, pour son utilisation pour la prévention et/ou 




Utilisation d'acide acétylsalicylique pour la prévention et/ou 
le traitement des plaies du diabétique 
L'objet de la présente invention consiste en une nouvelle 
5 ut i 1 i sa ti on topique d' a c i de a c é t y 1 s a 1 i c y 1 i q u e , à un e 
concentration comprise entre 200 et 4800 pM, dans la 
prévention et/ou le traitement des plaies du diabétique. 
La cicatrisation d'une plaie est un processus 
10 physiopathologique naturel, les tissus humains et animaux 
étant capables de réparer des lésions localisées par des 
processus de réparation et de régénération qui leur sont 
propres. 
La cicatrisation naturelle d'une plaie se déroule 
15 principalement selon trois séquences chronologiques majeures. 
Chacune de ces séquences est caractérisée par des activités 
cellulaires spécifiques et est contrôlée par une multitude de 
signaux de régulation (aussi bien positifs que négatifs) qui, 
collectivement, orchestrent et encadrent la progression du 
20 processus de réparation. On distingue ainsi: 
la phase inflammatoire ; 
la phase de prolifération (qui comprend la phase de 
granulation et d'épithélialisation); et 
la phase de remodelage. 
25 La première phase, la phase inflammatoire, débute dès la 
rupture des vaisseaux sanguins, évènement qui déclenche la 
formation d'un caillot (coagulation du sang) principalement 
composé de fibrine et de fibronectine, et qui va constituer 
une matrice provisoire. Cette matrice comble en partie la 
30 lésion et va permettre la migration au sein de la zone lésée 
des cellules inflammatoires recrutées pour assurer la 
détersion de la plaie. Les plaquettes présentes vont également 
libérer des facteurs (par exemple des cytokines et/ou des 
facteurs de croissance) permettant le recrutement de cellules 
5 
2 
impliquées dans le processus cicatriciel. 





le site de 
la lésion, de nombreuses cellules 
(polynucléaires, macrophages) assurant la 
inflammatoires 
défense de 
l'organisme contre d'éventuels micro-organismes 
ainsi que le nettoyage de la plaie ou détersion. 
étrangers 
La seconde phase correspond au développement du tissu de 
granulation. On observe d'abord une colonisation de la 
blessure par migration et prolifération des fibroblastes. 
10 Puis, la migration des cellules endothéliales à partir des 
15 
vaisseaux sains va permettre la néovascularisation, ou 
angiogenèse, du tissu lésé. Dans le tissu de granulation, les 
fibroblastes sont activés et vont se différencier en 
myofibroblastes présentant des propriétés contractiles 
importantes, propriétés 
d' actine, permettant ainsi 
générées par les 
une contraction de 
microfilaments 
la plaie. Ces 
microfilaments sont exprimés par une protéine l' a-actine du 
muscle lisse. Ces myofibroblastes jouent un rôle majeur dans 
la formation et la contraction du tissu de granulation qui va 
20 conduire à la cicatrisation de la lésion. Il y a ensuite 
migration des kératinocytes à partir des berges de la plaie 
puis différenciation de ces derniers, aboutissant à la 
reconstruction de l'épiderme. 
Cette phase de développement du tissu de granulation est 
25 initiée suite à une diminution préalable de 1' état 
inflammatoire général de la lésion, à 1 a dis pari ti on 
progressive des polynucléaires neutrophiles et à 1' apparition 
de macrophages dont des macrophages dits réparateurs. Cette 
transition entre la phase inflammatoire et la phase de 








du processus est une 
visant 
tissu 







propriétés initiales du tissu 
la matrice extracellulaire est 
(essentiellement des métallo-
élastases) , et on observe une 
caractéristiques et les 
d'origine. Une partie de 
digérée par des protéases 
protéases matricielles et des 
5 réorganisation de la matrice extracellulaire. Progressivement, 
le collagène de type III, majoritaire dans le tissu de 
granulation, est remplacé par le collagène de type I, 
principal composant matriciel du derme. A la fin de la phase 
de maturation, les fibroblastes, myofibroblastes et cellules 
10 vasculaires voient leur prolifération et/ou leur activité 
réduites. Puis, les cellules excédentaires meurent par 
apoptose parallèlement au remodelage de la matrice 
extracellulaire. 
Néanmoins, certains types de plaies ne cicatrisent pas 
15 correctement, les 3 étapes clés du processus se déroulant de 
manière anormale et ce, malgré la mise en place des meilleures 
conditions physico-chimiques et biologiques possibles. En 
effet la rapidité et la qualité de la cicatrisation d'une 
plaie dépendent de facteurs intrinsèques et extrinsèques. Ce 
20 processus de réparation peut donc être anormalement prolongé 
selon : 
25 
- l'étiologie de la plaie ; 
- son état et sa localisation 
la survenue d'une infection 
certains agent infectieux comme 
causée par la présence de 
Staphylococcus aureus ou 
Pseudomonas aeruginosa ; 
l'existence d'une pathologie préexistante (comme le 
diabète, une déficience immunitaire, une insuffisance 
veineuse, etc ... ) 
30 - l'environnement extérieur ; ou 
des facteurs génétiques prédisposant ou non à des 
troubles de la cicatrisation. 
Parmi ces plaies, on retrouve les plaies chroniques telles 
que les ulcères veineux, les escarres ou les plaies 
2999936 
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caractéristiques des sujets diabétiques, et plus 
particulièrement les plaies du pied diabétique. 
Les plaies chroniques se définissent par une absence de 
cicatrisation après un délai de 6 semaines à compter de 
5 l'apparition de la plaie et ce quelque soit le traitement 
appliqué. Les plaies du diabétique sont caractérisées comme 
étant un type particulier et à part de plaies chroniques. 
En effet, la cause première de l'absence de cicatrisation 
de ces plaies diabétiques est liée à une biodisponibili té du 
10 glucose exacerbée. Celle-ci induit de nombreuses modifications 
physiologiques et métaboliques, telles qu'un épaississement de 
la peau, un stress oxydatif important conduisant à une 
neuropathie et à une artériopathie. L'artériopathie et la 
neuropathie sont deux facteurs de risque majeurs de 
15 chronicisation et donc de retard de la cicatrisation des 
plaies diabétiques, et plus particulièrement des plaies du 
pied diabétique. Les autres types de plaies chroniques les 
plus connus, tels que les escarres ou les ulcères veineux, 
artériels ou mixtes, ne découlent pas de la même pathologie. 
20 Par exemple, c'est l'insuffisance veineuse qui est à l'origine 
de la formation, de la chronicisation et donc du retard de 
cicatrisation des ulcères veineux. Les escarres, quant à eux, 
sont des plaies consécutives à des cycles 
d'ischémie/reperfusion suite à une pression et une friction 
25 excessives et prolongées, exercées sur les tissus cutanés. 
C'est ainsi que tous les patients diabétiques atteints de 
plaies sont exposés à des complications qui sont bien souvent 
responsables de la morbidité et de la mortalité dudit patient. 
Plusieurs problèmes majeurs viennent perturber le bon 
30 déroulement de la cicatrisation chez ce type de sujets. Un 
premier retard de cicatrisation s'opère dès la phase 
in f 1 amma toi re : 1 e pa s s age de 1 a ph a s e i n f 1 a mm at o i r e à 1 a 
phase de prolifération est perturbé. On parle d'un problème au 
niveau de la résolution de l'inflammation. La phase 
2999936 
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inflammatoire est une phase essentielle de la cicatrisation 
mais doit être transi toi re. La résolution de 1' inflammation 
est un point cri tique qui conditionne 1' amorçage des autres 
phases de la cicatrisation. Ce phénomène dynamique implique la 
5 disparition des cellules inflammatoires (polynucléaires 
neutrophiles) et 1' apparition des macrophages. Il y a alors 
production de médiateurs anti-inflammatoires chimiotactiques 
et angiogéniques permettant notamment la migration et la 
différenciation des fibroblastes, cellules clés de la phase de 
10 granulation. 
Une perturbation de cette phase inflammatoire, comme cela 
est le cas chez les sujets précités, va engendrer un 
prolongement anormal de la phase inflammatoire et aboutir à la 
chronicité de la lésion en retardant ainsi toutes les étapes 
15 ultérieures de la cicatrisation. 
A terme, la phase de fermeture de la plaie, notamment lors 
de l'épithélialisation, s'en trouve retardée, voire, et ce 
dans la majorité des cas, non aboutie. 
L'aspirine ou acide acétylsalicylique est connu depuis 
20 longtemps pour être considérée comme un remède efficace à bien 
des symptômes ou pathologies. Son mode d'action le plus 
répandu est une action ancestrale visant à soulager la 
douleur, ou encore à faire baisser la fièvre. Elle est 
également utilisée à faible dose pour son action préventive 
25 contre la survenue de troubles cardio-vasculaires (action 
anti-thrombotique) . 
En effet, les propriétés antiagrégants permettent de 
lutter efficacement contre la formation de caillot de sang 
dans les vaisseaux sanguins. Cependant, il semblerait que 
30 cette action soit davantage bénéfique dans le cadre d'un acte 
préventif suivant un premier désordre vasculaire, plus qu'en 
prévention primaire, où la réelle efficacité de cette 
substance apparaît intangible. 
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Il s'agit ici dans chacun des cas évoqués supra, d'une 
administration d'aspirine par voie orale. Des applications 
d'aspirine par voie topique existent également. En effet, 
l'aspirine est aussi connue par application topique pour avoir 
5 une action bénéfique sur les cicatrices hypertrophiques et 
notamment sur l'amélioration de l'esthétique de ces cicatrices 
(cf. Wound Repair Regen., 2012 Nov 5., Epub ahead of print, 
Topical application of a film-forming emulgel dressing that 
controls the release of stratifin and acetylsalicylic acid and 
10 improves/prevents hypertrophie scarring par Rahmani-Neishaboor 
E, Jallili R, Hartwell R, Leung V, Carr N, Ghahary 
A., Department of Surgery, Di vision of Plastic Surgery, 
University of British Columbia, Vancouver, BC, Canada) 
De plus, l'action positive de l'acide acétylsalicylique ou 
15 aspirine, ou d'un de ses dérivés, sur la cicatrisation d'une 
plaie normale, ainsi que sur la douleur de la plaie, est 
également connue, nonobstant l'activité antiagrégant de cette 
dernière, qui pourrait paraître antinomique à la destinée 
d'une action pro-cicatrisante. 
20 En effet, la demande de brevet EP 1 581 252 de la société 
Kimberly Clark décrit une composition comprenant de l'aspirine 
pour stimuler la prolifération cellulaire, et plus 
particulièrement celle des fibroblastes et des kératinocytes. 
Cette composition améliore la cicatrisation d'une plaie grâce 
25 à la stimulation de la prolifération cellulaire. Ce document 
révèle que l'effet de l'aspirine est dose-dépendant pour des 
concentrations comprises entre 10-5 et 10-6 M, les doses les 
plus efficaces se trouvant dans les concentrations les plus 
30 
faibles. La composition 
concentration d'aspirine 
finale décrite 
entre 1 pM et 5 mM. 
comprend une 
La stimulation 
de la prolifération cellulaire, à savoir celle des 
fibroblastes et celle des kératinocytes, ainsi que la 
stimulation de la production de collagène, sont des processus 
importants de la cicatrisation, intervenant dans les étapes de 
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prolifération ainsi que dans la phase très tardive de 
remodelage. 
Le demande de brevet EP 0 784 975 de la société Japonaise 
Teikoku décrit quant à elle une préparation pharmaceutique à 
5 base d'aspirine pour une application topique destinée à 
traiter des blessures de peau, mimées notamment par des 
modèles de rats présentant des escarres. Il est à noter que 
ces modèles sont des modèles d'animaux sains. En effet, aucun 
des rats de l'étude ne présente de troubles métaboliques de 
10 type diabète. Dans cette demande, la préparation a pour but 
d'augmenter la vitesse de formation du tissu de granulation 
mais aussi celle de la restauration de 1' épiderme chez des 
animaux sains et présentant une ou plusieurs plaies. Ainsi 
cette demande s'attache à relancer le processus cellulaire de 
15 la cicatrisation dans ses phases les plus tardives. 
Aucun de ces documents ne s'intéresse à la première étape 
de la cicatrisation, à savoir la phase inflammatoire et sa 
résolution, la phase inflammatoire étant pourtant une étape 
primordiale et indispensable puisque qu'elle initie le 
20 processus global de cicatrisation. En effet, les plaies du 
diabétique nécessitent une prise en charge ou une intervention 
plus précoce dans la cinétique du processus cicatriciel. 
C'est pourquoi la Demanderesse a constaté qu'il existait 
un réel besoin dans la réalisation d'un traitement précoce, 
25 efficace, et ciblé des plaies du diabétique. 
De façon tout à fait surprenante, la Demanderesse a pu 
constater que l'utilisation de l'aspirine permettait de 
rétablir une phase inflammatoire contrôlée, que 1' on pourrait 
également qualifier de normale (non prolongée et non 
30 exacerbée) mais aussi d'accélérer la résolution de 
l'inflammation, permettant par conséquent d'aboutir à une 




La présente invention a donc pour objet 1' utilisation, 
topique, d'acide acétylsalicylique ou d'un de ses sels, à une 
concentration comprise entre 200 et 4800 pM, pour son 
utilisation dans la prévention et/ou le traitement des plaies 
5 du diabétique. 
Ainsi la présente 
acétylsalicylique ou l'un 
invention a 





comprise entre 200 et 4800 pM, pour son utilisation pour la 
10 prévention et/ou le traitement des plaies du diabétique. 
La présente invention a également pour objet une 
composition pharmaceutique comprenant de l'acide 
acétylsalicylique ou 1' un de ses sels, dont la concentration 
est comprise entre 200 et 4800 pM, pour son utilisation pour 
15 la prévention et/ou le traitement des plaies du diabétique. 
Par « plaie du diabétique », on entend une plaie survenant 
chez un sujet diabétique de type I ou diabétique de type II, 
notamment choisie parmi les plaies des membres inférieurs, et 
de préférence les plaies du pied diabétique. 
20 Par « sel d'acide acétylsalicylique », on entend un sel 
d'acide acétylsalicylique avec un cation pharmaceutiquement 
acceptable, de préférence l'acétylsalicylate de lysine ou 
l'acétylsalicylate de sodium. 
Par « dose efficace », on entend, au sens de la présente 
25 invention, une quanti té d'acide acétylsalicylique ou d'un de 
ses sels comprise entre 7, 2.10-3 et 0.173 mg par plaie. Cette 
quantité d'acide acétylsalicylique ou d'un de ses sels est 
celle mise au contact direct de la plaie. Il s'agit d'une 
plaie que l'on pourrait définir comme avoisinant 1 cm2 de 
30 surface. Néanmoins, la dose efficace d'acide acétylsalicylique 
ou d'un de ses sels varie en fonction de nombreux paramètres 
tels que, par exemple, la taille de la plaie, le poids, l'âge, 
le sexe, la sensibilité et le type d'individu (Humain ou 
animal) à traiter. En conséquence, la dose efficace optimale 
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devra être déterminée en fonction des paramètres jugés 
pertinents, par le spécialiste en la matière. 
Par « chronicisation », on entend tout retard dans la 
cicatrisation desdites plaies. 
5 Par « traiter » les plaies du diabétique, on entend une 
10 
cicatrisation et une fermeture desdites plaies. 
Par « prévenir » les plaies du diabétique, on entend 
empêcher le retard de cicatrisation ou chronicisation desdites 
plaies. 
L'acide acétylsalicylique ou l'un de ses sels est utilisé 
dans l'invention à une concentration efficace. En effet, 
utilisé à une concentration inférieure à 200 pM, par exemple à 
100 pM, l'acide acétylsalicylique ou l'un de ses sels n'a pas 
15 d'effet sur l'accélération de la vitesse de cicatrisation des 
plaies du diabétique. 
De même, à une concentration supérieure ou égale à 5000 pM 
l'acide acétylsalicylique n'a plus d'action bénéfique sur 
l'accélération de la cicatrisation des plaies diabétiques, 
20 voire même une action néfaste sur la viabilité de certaines 
cellules présentes au niveau de la plaie, comme par exemple 
les macrophages. 
Selon un mode de mise en œuvre préféré, 1' acide 
25 acétylsalicylique ou l'un de ses sels est utilisé à une 
concentration comprise entre 300 et 1000 pM. 
De préférence, la concentration définie d'acide 
acétylsalicylique ou l'un de ses sels est la concentration 
dispensée au contact de la plaie. 
30 De préférence, 1' acide acétylsalicylique ou 1' un de ses 
sels est utilisé pour le traitement de la chronicisation des 
plaies du diabétique. En particulier, l'acide 
acétylsalicylique ou 1' un de ses sels permet de rétablir une 
phase inflammatoire dite contrôlée (non prolongée et non 
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exacerbée), d'accélérer la résolution de l'inflammation, et 
par voie de conséquence d'accélérer la cinétique de fermeture 
de la plaie. 
De préférence, l'acide acétylsalicylique ou un de ses sels 
5 selon l'invention est formulé dans un milieu physiologiquement 
acceptable, afin d'obtenir une composition pharmaceutique. Par 
« milieu physiologiquement acceptable », on entend un milieu 
compatible avec la peau, les plaies, les muqueuses et les 
phanères. 
10 De préférence, l'acide acétylsalicylique ou l'un de ses sels 
est associé à un lipide, ou à un de ses dérivés. Ledit lipide 
peut être formulé dans la composition pharmaceutique 
comprenant déjà 1' acide acétylsalicylique ou un de ses sels, 
ou bien peut être administré indépendamment de l'acide 
15 acétylsalicylique ou un de ses sels. De préférence, le lipide 
est un acide gras de type Omega-3 ou Omega-6 ou une 
association des deux. 
20 
Par « Omega-3 » on 
liste non limitative 
entend tout composé 
constituée de l'acide 
l'acide eicosapentaénoïque ou encore 
docosahexaénoïque. 
choisi parmi la 
cx-linolénique, 
de l'acide 
Par « Omega-6 » on entend tout composé choisi parmi la 
liste non limitative constituée de l'acide linoléique, l'acide 
y-linolénique, l'acide eicosadiénoïque, l'acide dihomo- y-
25 linolénique, l'acide arachidonique, l'acide docosadiénoïque, 
l'acide docosatétraénoïque ou encore de l'acide 
docosapentaénoïque. 
L'acide acétylsalicylique ou un de ses sels, et la 
composition pharmaceutique les comprenant, sont de préférence 
30 administrés par voie locale, appelée également voie topique. 
L'administration par voie locale ou topique implique que le 
principe actif, en 1' occurrence 1' acide acétylsalicylique ou 
un de ses sels, agisse de manière locale après absorption par 
la peau, la plaie ou les muqueuses. Diverses formes galéniques 
11 
existent, telles que des solutions, 






pansements, des microcapsules, des microfibres, des sprays, 
des poudres ou des nanofibres. 
5 De préférence, l'acide acétylsalicylique ou l'un de ses sels 
est compris dans une composition (pharmaceutique) choisie 
parmi les pansements, les microcapsules, les microfibres, les 
nanofibres, les solutions, les lotions, les gels, les patchs, 
les émulsions, les crèmes, les pommades, les poudres et les 
10 sprays. 
Lorsque la composition pharmaceutique selon l'invention est 
sous forme d'une émulsion, elle comprend au moins une phase 
aqueuse et/ou une phase huileuse, et un agent tensio-actif. En 
15 effet, les émulsions classiques sont des systèmes instables 
quasi-homogènes de deux liquides non miscibles, dont l'un est 
dispersé dans l'autre sous forme de fines gouttelettes 
(micelles) Cette dispersion est stabilisée grâce à l'action 
d'agents tensio-actifs qui modifient la structure et le 
20 rapport des forces au niveau de 1' interface, et donc 
augmentent la stabilité de la dispersion en diminuant 
l'énergie de tension interfaciale. 
La composition pharmaceutique selon 
également se présenter sous forme de gel ; 
25 un ou plusieurs composés gélifiants. 
l'invention peut 
elle comprend alors 
Lorsque la composition pharmaceutique se présente sous forme 
de solution, elle comprend, outre l'acide acétylsalicylique ou 
l'un de ses sels, une solution aqueuse ou huileuse, et 
30 éventuellement un ou plusieurs solvants et/ou propénétrants de 





La composition pharmaceutique selon l'invention pourra en 
outre comprendre des additifs inertes ou des combinaisons de 
ces additifs, tels que : 
des agents épaississants ou émulsifiants 
des agents régulateurs de pH; 
des filtres UV-A et UV-B; 





épaississants ou émulsifiants peuvent être 
la liste non limitative de composés comprenant 
gomme de xanthane ou encore la famille des 
Les agents régulateurs de pH peuvent être choisis parmi la 
liste non limitative de composés comprenant notamment les 
15 carbonates. 
Les filtres UV-A et UV-B peuvent être choisis parmi la liste 
non limitative de composés comprenant les filtres chimiques et 
minéraux. Parmi les filtres chimiques, on trouve 
l' octocrylène, les benzophénones, le drométrizole trisiloxane 
20 ou encore l'avobenzone. Parmi les filtres minéraux, on trouve 
l'oxyde de zinc ou le dioxyde de titane. 
25 
Les antioxydants peuvent être choisis parmi la liste non 
limitative de composés comprenant notamment l'acétate de 
tocophérol ou l'acide ascorbique. 
Bien entendu, l'homme du métier veillera à choisir le ou les 
éventuels composés à ajouter à ces compositions 
pharmaceutiques de telle manière que les propriétés 
avantageuses attachées intrinsèquement à la présente invention 
30 ne soient pas ou substantiellement pas altérées par l'addition 
envisagée. 
Ces additifs peuvent 






dans la composition 







Il va être maintenant donné, à titre d'illustration et sans 
aucun caractère limitatif, les exemples suivants. 
D'autres caractéristiques et 
apparaîtront plus clairement à la 
avantages de l'invention 
lecture de la description 
qui suit d'un mode de réalisation préféré de l'invention, 
donnée 
figures 
à titre d'exemple, dont voici les légendes des 
Figure 1 : Cinétique de fermeture de la plaie des souris 
« contrôle » et diabétiques (HFD, figure lA, et db/db, figure 
lB). 
Figure 2 : Evaluation de l'exsudat et quantification du 
15 nombre de cellules dans l'exsudat des souris « contrôle » et 





Absence d'exsudat . -
Suintement +/-
Exsudation faible + 
Exsudation modérée ++ 
Exsudation forte +++ 
Figure 3 Quantification du nombre total de 
polynucléaires neutrophiles (figure 3A) et de macrophages 
(figure 3B) dans l'exsudat des souris « contrôle » et 
diabétiques (HFD) . 
Figure 4 : Cinétique de fermeture de la plaie des souris 
« témoin » et diabétiques (db/db) traitées par l'acide 
acétylsalicylique. 
Figure 5 : Cinétique de fermeture de la plaie des souris 
« témoin » et diabétiques (db/db) traitées par l'acide 
acétylsalicylique. 




Figure 7 : Cinétique d'infiltration cellulaire dans la 




MATERIEL & METHODES 
Souris db/db 
Les souris homozygotes db/db présentent une mutation 
ponctuelle dans le gène du récepteur à la leptine, hormone qui 
contrôle notamment le phénomène de satiété. Les souris db/db, 
deviennent hyperphagiques et spontanément obèses à partir de 
leurs 3ème 1 4ème semaines de vie. Ces animaux sont caractérisés 




hypertriglycéridémie, faisant alors de ces souris des modèles 
diabétiques d'origine génétique de premier choix. Les souris 
du groupe « contrôle » des souris db/db sont les souris 
hétérozygotes db/+. 
Souris HFD 
Les souris HFD sont des modèles murins de diabète induit 
réalisés avec des souris C57BL/6 âgées de 8 semaines. Ces 
souris suivent un 
(hyperlipidique) durant 
forte prise de poids 
adipeux et développent 
régime alimentaire hypercalorique 
16 semaines. Elles présentent une 
due à l'augmentation de leur tissu 
également une intolérance au glucose 
ainsi qu'une résistance à l'insuline. Contrairement aux souris 
db/db, l'état diabétique de ces 
génétique. Les souris du groupe 
animaux n'est pas d'origine 
« contrôle » des souris HFD 
sont des souris sous régime standard, également connues sous 
l'abréviation« NC ». 
Tous les animaux sont maintenus selon un cycle journalier 
di visé en 12 heures d'obscurité sui vi de 12h de luminosité à 
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22 °C avec un accès perpétuel à 1' eau et à la nourri ture. La 
mise en place du diabète chez les souris est validée selon 
deux tests permettant d'évaluer le métabolisme du glucose : le 
test de tolérance au glucose (IPGTT) et le test de sensibilité 
5 à l'insuline (IPIST). 
Suivi de la cinétique de cicatrisation 
La souris est anesthésiée à l'aide d'isofluorane (gaz 
anesthésique halogéné) . La partie dorsale et les flancs de la 
10 souris sont tondus, désinfectés et une excision circulaire 
proche de 1 cm2 est effectuée. Le tissu connectif si tué à 
l'interface du tissu musculaire est supprimé sans endommager 
le fascia musculaire. Cette excision totale de la peau ainsi 
réalisée va jusqu'au panniculus carnosus. 
15 
La plaie ainsi réalisée est protégée par un dispositif 
tel que décrit dans les demandes de brevets déposées par les 
Laboratoires Urgo FR 11 62295 et FR 11 62344, permettant à la 
fois de protéger la plaie, ainsi que d'observer et d'évaluer 
20 la cinétique de la cicatrisation et la récolte des exsudats. 
Le processus de cicatrisation des plaies est observé de 0 
à 30 jours post lésion. Pour chaque animal, entre 3-5 
photographies numériques standardisées à très grande 
25 résolution sont prises. Le pourcentage de fermeture des plaies 
est basé sur les changements d'aires calculés pour la même 
blessure, sur la même souris, et pour les points de temps 
indiqués. Ainsi, la moyenne calculée pour la cicatrisation des 
plaies (en pourcentage) parmi les 3 souris dans un groupe est 
30 obtenue indépendamment, et les statistiques sont calculées à 
partir de 3 groupes de 3 expériences indépendantes. 
Les cellules de l'exsudat sont récupérées de J1 post 
lésion jusqu'à ce que plus d'exsudats ne soient sécrétés par 
la plaie. Afin de déterminer la cinétique d'infiltration des 
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polynucléaires neutrophiles, les cellules de l'exsudat de la 
lésion sont caractérisées par un immuno-marquage portant sur 
les récepteurs membranaires Ly6G, 7/4 (pour les 
polynucléaires) et F4/80 (pour les macrophages) en cytométrie 
5 en flux. Un total de 10 000 événements est analysé pour chaque 




Les résultats sont exprimés en moyenne ± la SEM. La SEM 
désigne l'écart standard de la moyenne. Elle représente 
l'écart de la moyenne de l'échantillon par rapport à la 
moyenne de la vraie population. Elle est calculée en divisant 
15 l'écart type par la racine carrée de la taille de 
1' échantillon. Les analyses statistiques sont réalisées selon 
la méthode de comparaison multiple, test de Bonferroni-Dunnet 
portant au minimum sur 3 sujets pour chaque groupe (n=3). 
P<0,05 (*) est considéré comme statistiquement significatif. 
20 
A. Suivi de la cicatrisation 
Cinétique de fermeture de la plaie (figures lA et lB) 
25 Chez les souris « contrôle », on observe la fermeture 
totale de la lésion en 14 jours. En revanche chez les souris 
HFD, cette fermeture n'est totale qu'après une durée de 18 
jours, soit 4 jours de retard effectif (figure lA) 
Chez les souris db/db, la fermeture totale de la plaie 
30 n'est effective qu'entre J2 6 à J2 8, soit 10 à 12 jours de 
retard de cicatrisation par rapport à leur contrôle 
respectif (figure lB). 
Il y a donc un retard significatif de la fermeture de la 
plaie chez les souris diabétiques (HFD et db/db) . 
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Observation macroscopique de la cicatrisation (exsudats + 
tissu de granulation) (figure 2) 
5 Chez les souris « contrôle », sui te à la création de la 
lésion cutanée, on observe la mise en place d'un tissu de 
granulation qui apparaît progressivement au niveau de la 
plaie. Son expansion n'est pas homogène mais prend son origine 
en différents points des berges de la plaie pour la combler 
10 entièrement en 5 jours. Ce tissu s'épaissit au fur et à mesure 
de la progression de la cicatrisation. 
Les souris diabétiques présentent un net retard dès le 
deuxième jour post-lésion dans la mise en place de ce tissu de 
granulation. Le comblement total de la lésion n'intervient 
15 seulement qu'après 7 jours post-lésion chez les souris 
diabétiques, soit deux jours supplémentaires en comparaison 
aux souris « contrôle ». 
Chez les souris diabétiques, la mise en place du tissu de 
granula ti on s'accompagne d'un phénomène d'exsuda ti on. Ce 
20 liquide, riche en cellules et médiateurs, est produit dès la 
création de la lésion. Chez les souris « contrôle », le pic de 
production est atteint dès J3 post lésion. 
En revanche, les souris diabétiques (HFD et db/db) 
présentent une exsudation beaucoup plus importante en termes 
25 de volumes dès J2 post lésion mais surtout qui perdure dans le 
temps (figure 2). 
Il y a un 
place du tissu 
donc un retard significatif dans 
de granulation chez les souris 
la mise en 
diabétiques 
30 accompagné d'une exsudation plus importante et persistante. 
B. Analyse des populations 
l'exsudat (Figures 2, 3A et 3B) 
cellulaires présentes dans 
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Les souris « contrôle » présentent de manière générale un 
volume d'exsudat faible et 1' infiltration cellulaire dans cet 
exsudat est limitée. Une infiltration cellulaire dans 
l'exsudat est constatée le deuxième jour post lésion et ce 
5 jusqu'à 5 jours post-lésion. Un pic d'infiltration cellulaire 
est constaté à J3 post-lésion (figure 2) 
La cinétique d'infiltration cellulaire dans l'exsudat des 
souris diabétiques est différente de celle observée chez les 
souris « contrôle ». En effet on observe une infiltration 
10 cellulaire, plus importante qui persiste dans le temps jusqu'à 
J7 post-lésion (figure 2). 
La différence d'infiltration cellulaire que l'on constate 
en fonction du temps s'explique par la persistance des 
polynucléaires neutrophiles sur le site de la lésion des 
15 souris diabétiques. En effet, chez les souris « contrôle », 
les polynucléaires neutrophiles disparaissent au bout de 5 
jours post-lésion alors que chez les souris diabétiques, cette 
population cellulaire persiste dans le temps, jusqu'à J7 post-
lésion (figure 3A). Ainsi, il apparaît clairement que le 
20 pourcentage de polynucléaires infiltrant la lésion cutanée est 
beaucoup plus important pour le groupe diabétique que pour le 
groupe « contrôle ». 
25 
Les souris diabétiques présentent 
cellulaire plus importante prenant son 
persistante de polynucléaires neutrophiles 
lésion. 
une infiltration 
origine dans la 
sur le si te de la 
Les macrophages arrivent sur le site de la lésion dès J3 
post-lésion chez les souris « contrôle ». A l'opposé, cette 
infiltration de cellules n'est que faiblement visible à J3 
30 post-lésion chez les souris diabétiques, sans augmenter durant 
la poursuite de la mise en place du tissu de granulation 
(figure 3B) . 
Les souris diabétiques présentent une infiltration 




Par la persistante de polynucléaires neutrophiles sur le 
site de la lésion ; 
Par un retard dans le recrutement des macrophages ; et 
Par un défaut de disparition de ces polynucléaires. 
RESULTATS OBTENUS CHEZ LES SOURIS TRAITEES AVEC L'ACIDE 
ACETYLSALICYLIQUE 
10 A.Suivi de la cinétique de cicatrisation de sour~s diabétiques 
en présence d'acide acétylsalicylique utilisé à différentes 
concentrations 
15 
Cinétique de fermeture de la plaie (figures 4, 5 et 6) 
Comme déjà décrit précédemment, la souris est anesthésiée 
à l'aide d'isofluorane. La partie dorsale et les flancs de la 
souris sont tondus, désinfectés et une excision circulaire 
proche de 1 cm2 est effectuée. Le tissu connectif si tué à 
20 1' interface du tissu musculaire est supprimé sans endommager 
le fascia musculaire. Cette excision totale de la peau ainsi 
réalisée va jusqu'au panniculus carnosus. 
25 
Entre temps, la solution de référence d'acide 
acétylsalicylique est préparée à 5 mM. Cette solution sera 
utilisée pour préparer les solutions aux concentrations 100 
pM, 200pM, 300 pM, 1 mM, 4,8 mM et 5 mM. 
Des solutions à des concentrations de 100 pM, 200pM, 300 
pM, 1 mM, 4,8 mM, et 5mM d'acide acétylsalicylique sont 
testées. 
30 Par souci de précision, un tableau de correspondance entre 
les concentrations d'acide acétylsalicylique et les doses 
administrées au niveau de la plaie est établi, voir infra. Ces 
doses administrées au ni veau de la plaie correspondent à un 




Concentration en acide Dose d'acide acétylsalicylique 
acétylsalicylique testée sur administrée sur la plaie 
la plaie (pour une plaie avoisinant 1 
(pour une plaie avoisinant 1 cm2) 
cm2) 
100 pM 0.0036 mg 
200 pM 0.0072 mg 
300 pM 0.0108 mg 
1 mM 0.036 mg 
4' 8 mM 0.173 mg 
5mM 0.2 mg 
A partir de chaque solution, un volume compris entre 50 et 
5 500 pL est prélevé, et mis au contact de la plaie par 
l'intermédiaire d'un dispositif tel que décrit au travers des 
demandes de brevets déposées par les Laboratoires Urgo FR 11 
62295 et FR 11 62344. 
Il est à noter que cette mise en contact d'une 
10 concentration prédéfinie d'acide acétylsalicylique sur le site 
cicatriciel est réalisée à compter du troisième jour post-
lésion. En effet, c'est à cette période que le retard de 
cicatrisation apparait chez les souris diabétiques, 
comparativement aux souris « contrôle » (figure lA et lB). Par 
15 ailleurs, dans le cadre du traitement de patients diabétiques, 
les plaies traitées seront déjà formées et stagnantes en phase 
inflammatoire. Aucune plaie chronique, et plus 
particulièrement les plaies du diabétique, ne sont traitées 
dès leur apparition. De plus, la phase inflammatoire est une 
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conserver une inflammation afin d'initier une cicatrisation 
efficace, et donc de ne pas bloquer complètement cette phase. 
C'est pourquoi le traitement par l'acide acétylsalicylique 
n'est proposé qu'à partir de J3 post-lésion. 
5 La figure 4 décrit les cinétiques de cicatrisation des 
plaies de souris diabétiques après application alternativement 
d'une solution de NaCl (correspondant à notre « témoin »), ou 
d'une solution à 300 pM ou à 1000 pM d'acide 
acétylsalicylique. 
10 Les souris diabétiques traitées à 300 pM et 1000 pM 
d'acide acétylsalicylique présentent des cinétiques de 
cicatrisation totalement différentes de celles des souris 
« témoin ». Alors que chez les souris diabétiques « témoin » 
la fermeture de la plaie se conclue en 26 jours, les souris 
15 diabétiques traité es avec 3 0 0 pM et 10 0 0 pM d'acide 
acétylsalicylique voient leurs plaies se refermer aux 
alentours de vingt jours post-lésion. 
De plus, nous pouvons observer que l'accroissement de la 
vitesse de fermeture des plaies traitées par les solutions 
20 d'acide acétylsalicylique à 300 pM et 1000 pM se fait par 
l'intermédiaire d'une accélération dans la phase précoce de la 
cicatrisation (phase inflammatoire) à savoir entre J3 et J7 
post-lésion, visible sur la figure 4. Cette accélération de la 
cicatrisation entre J3 et J7 post-lésion est à corréler avec 
25 une vi tesse de résolution de 1' inflammation accélérée. Ainsi 
la vi tesse de cicatrisation, et donc la vi tesse de fermeture 
de la plaie des souris sur lesquelles sont administrées 
lesdites solutions d'acide acétylsalicylique sont fortement 
accélérées par rapport aux souris « témoin ». 
30 En résumé l'administration topique de solutions à 300 pM 
et 1000 pM d'acide acétylsalicylique rétablit une phase 
inflammatoire contrôlée et induit une très nette accélération 
de la résolution de l'inflammation permettant ainsi une 
augmentation de la vitesse de fermeture de la plaie (environ à 
2999936 
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J20 post-lésion) comparativement aux souris diabétiques 
« témoin ». 
La figure 5 décrit les cinétiques de cicatrisation des 
plaies de souris diabétiques après application alternativement 
5 d'une solution de NaCl (correspondant à notre « témoin »), ou 
d'une solution à 100 pM ou à 5000 pM d'acide 
acétylsalicylique. 
Les cinétiques de cicatrisation des souris diabétiques 
« témoin » et des souris diabétiques traitées à 100 pM et à 
10 5000 pM d'acide acétylsalicylique sont similaires et ne 
présentent pas de différences significatives. On ne constate 
pas le moindre effet suite à l'introduction de telles 
concentrations d'acide acétylsalicylique au contact de la 
plaie sur la cinétique de cicatrisation par rapport aux souris 
15 diabétiques « témoin », et surtout pendant la phase 
inflammatoire ainsi que pendant la mise en place du tissu de 
granulation. 
En résumé, l'administration topique de solutions d'acide 
acétylsalicylique à 100 pM et 5000 pM sur les plaies de souris 
20 diabétiques ne fait preuve d'aucune efficacité sur le 
rétablissement d'une phase inflammatoire contrôlée ni sur 
l'accélération de la résolution de l'inflammation et ne 
permettant pas ainsi une augmentation de la vitesse de 
fermeture de la plaie. 
25 De plus des tests de viabilité cellulaire sont réalisés 
pour différentes concentrations en acide acétylsalicylique sur 
des macrophages (figure 6). 
Cette méthode d'analyse comprend l'utilisation de 
monocytes dérivés de sang périphérique humain qui sont mis en 
30 cul ture dans du milieu RPMI dans lequel est additionné du M-
CSF à 10 ng/ml pendant 24 heures afin de les différencier en 
macrophages. L'acide acétylsalicylique est ajouté dans le 





cellulaire est analysée après 72 heures 
cyto m é trie en f 1 u x, par mesure de 
l'incorporation cytoplasmique d'iodure de propidium. 
Le but d'un tel test de viabilité cellulaire réalisé ~n 
5 vitro est de vérifier la nocivité de la dose administrée sur 
les cellules retrouvées au niveau de la plaie, et de façon 
préférentielle dans le présent cas sur les macrophages, 
cellules considérées comme un type de cellules effectrices 
dans la cicatrisation de la lésion étudiée. En effet, une 
10 telle étude est impossible sur les polynucléaires neutrophiles 
du fait de leur mortalité basale trop importante in vitro. 
15 
La figure 6 révèle une très nette perte de viabilité 
cellulaire pour une dose de 5000 pM d'acide acétylsalicylique 
administrée sur les cellules in vitro à 72h, 
de viabilité qui se trouve diminué de 20 %, 
peut caractériser comme nocive. 
avec une valeur 
et donc que 1' on 
A l'inverse, l'application d'une dose de 1000 pM ne révèle 
aucune toxicité cellulaire. 
Ainsi la solution à une concentration de 5 mM administrée 
20 sur la plaie est d'une part non efficace sur la cinétique de 
cicatrisation (figure 5) et en plus se révèle nocive pour les 
cellules présentes sur le site cicatriciel (figure 6). 
B. Analyse des populations cellulaires présentes dans 
25 l'exsudat (figure 7) 
La figure 7 décrit la cinétique d'infiltration cellulaire 
réalisée sur des souris diabétiques « témoin » ou sur 
lesquelles se trouvent appliquée une solution de 1000 pM 
30 d'acide acétylsalicylique. 
A J7 post-lésion, on remarque que le traitement à l'acide 
acétylsalicylique permet de diminuer significativement le 
nombre de cellules infiltrées sur le si te de la lésion chez 
les souris diabétiques traitées. 
2999936 
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On peut donc conclure à la lecture de l'ensemble des 
résultats précédents que le traitement à base d'aspirine à une 
concentration comprise entre 100 pM et 4800 pM (administrées 
5 dés J3 post-lésion) permet de diminuer l'infiltration 
cellulaire chez les souris diabétiques, de restaurer une phase 
inflammatoire contrôlée, et d'accélérer la résolution de 
l'inflammation pour permettre à termes d'augmenter la vitesse 
de fermeture de la plaie. 
10 L'acide acétylsalicylique a donc un rôle crucial dans le 
processus de résolution de l'inflammation et par voie de 











1) Acide acétylsalicylique ou l'un de ses sels, à une 
concentration comprise entre 200 et 4800 pM, pour son 
utilisation pour la prévention et/ou le traitement des 
plaies du diabétique. 
2) Acide acétylsalicylique ou 1' un de ses sels pour son 
utilisation selon la revendication 1, caractérisé en ce 
que la concentration d'acide acétylsalicylique ou l'un 
de ses sels est comprise entre 300 et 1000 pM. 
3) Acide acétylsalicylique ou 1' un de ses sels pour son 
utilisation selon la revendication 1 ou 2, caractérisé 
en ce que l'administration de ladite concentration est 
réalisée sous forme topique. 
4) Acide acétylsalicylique ou 1' un de ses sels pour son 
utilisation selon l'une quelconque des revendications 
précédentes, caractérisé en ce que le sel d'acide 
acétylsalicylique est choisi parmi l'acétylsalicylate 
de lysine et l'acétylsalicylate de sodium. 
5) Acide acétylsalicylique ou 1' un de ses sels pour son 
utilisation selon 1' une quelconque des revendications 
précédentes caractérisé en ce que l'acide 
acétylsalicylique ou l'un de ses sels est compris dans 
une composition choisie parmi les pansements, les 
microcapsules, les microfibres, les nanofibres, les 
solutions et les sprays. 
6) Acide acétylsalicylique 
utilisation l'une 
ou l'un de ses 
quelconque des 








précédentes, pour le traitement de la chronicisation 
des plaies du diabétique. 










8) Acide acétylsalicylique ou 1' un de 
quelconque 
ses 




sels pour son 
revendications 
que l'acide précédentes, caractérisé en 
acétylsalicylique ou l'un de ses 
lipide ou à un de ses dérivés. 
sels est associé à un 
9) Acide acétylsalicylique ou 1' un de ses sels pour son 
utilisation selon la revendication 8, caractérisé en ce 
que le lipide ou un de ses dérivés est un acide gras de 
type Omega-3 ou Omega-6, ou une association des deux. 
10) Composition pharmaceutique comprenant de l'acide 
acétylsalicylique ou 1' un de ses sels, dont la 
concentration est comprise entre 200 et 4800 pM, pour 
son utilisation pour la prévention et/ou le traitement 
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Summary 
Non-insulin dependent type 2 diabetes is a major public health problem due to its prevalence and the high rate of 
its degenerative complications. Among these problems, healing disorders and more particularly "diabetic foot" 
ulcers are one of the leading cause of morbidity and mortality of diabetic patients.  
The understanding of the deregulation of cellular and molecular mechanisms of the wound healing process in 
diabetic patients is a key issue for the development of new therapeutic strategies. This work was carried out in 
this context. 
Wound healing is a physiological multifactorial and dynamic process aiming to the restoration of the integrity and 
functionality of injured tissue. This complex biological response requires an orchestration and a precise 
communication between immuno-inflammatory cells and resident cells in the wound tissue. This process can be 
divided into four distinct but overlapping phases: an inflammatory phase involving the initial stage of hemostasis 
arrested by a resolution phase of inflammation; a proliferative/regeneration stage and finally a tissue remodeling 
phase.  
Data from the literature suggest that the delayed healing in diabetic patient is principally due to chronic 
inflammation. Our hypothesis was to demonstrate that deregulation was the result of a major impairment of the 
resolution phase of inflammation.	Our ultimate aim was to influence this phase to accelerate the healing process 
in diabetic mice. 
The first step of this study was to develop a new cutaneous excisional wound model in type 2 diabetic mice (in 
High Fat Diet or leptin receptor deficiency mice db/db). Associated with the development of an innovative device, 
this model allowed us (i) to treat the wound and follow the wound healing evolution (ii), to collect in aseptically 
condition and over time the secreted exudate, (ii) to evaluate the phenotypic and functional characteristics of 
exudate cells and to measure the amount of pro-and anti -inflammatory mediators. This first step leads to the 
publication of two patent applications (filed in December 2011 and published under the references FR 
2984719 and FR 2984722). 
Our experimental approach demonstrate that the impaired wound healing process in type 2 diabetic mice was 
due to a strong neutrophil and inflammatory macrophage M1 infiltration, and a lack of influx of anti-inflammatory 
macrophages M2. All this is associated with a failure in the inflammatory cells apoptosis and efferocytosis. These 
dysregulations sign a default of resolution of inflammation that we have quantified by the measure of excessive 
leukotriene (LT) B4, (a proinflammatory arachidonic acid (AA) metabolite from the 5-lipoxygenase pathway) in 
both exudate and scar tissue, at the expense of the lipoxin (LX) A4 (an anti-inflammatory AA metabolite formed 
from LTA4 by 12/15-LOX). 
With an original pharmacological approach, we target the resolution of the inflammatory phase to promote wound 
closure in diabetic mice. For this we have decided to use topical application of acetylsalicylic acid on the wound 
(AAS-aspirin), 3 days after the establishment of the skin lesion. We demonstrate that aspirin accelerates wound 
closure in diabetic mice. This pharmacological protocol reduced by more than 25% the time to close the wound in 
a highly deleterious diabetic healing environment. Interestingly, we have shown that aspirin orients the 
arachidonic acid metabolism towards the synthesis of LXA4 at the expense of LTB4, triggers the recruitment of 
M2-polarized macrophage and promote apoptosis of neutrophils and their efferocytosis. At same time, we have 
shown that aspirin mechanism involves both the activity of 5- LOX and 12/15-LOX. Indeed, it loses its activity on 
wound healing in diabetic mice when genes for 5- LOX or 12/15-LOX were invalidated. Moreover we show that 
LTA4 (precursor of LXA4 or LTB4) produced by 5-LOX can restore the lack of effect of AAS in mice where 5- LOX 
is invalidated. 
Finally, we have established that the asprin was able to induce the synthesis of lipoxins regardless of the 
expression of COX-2. This new mechanism of action which involves the induction of the 12/15-LOX and the 
inhibition of the expression of the LTA4 hydrolase will restore a normal wound healing kinetic in diabetic mice 
models via the synthesis of lipid mediators with dual anti-inflammatory and pro-resolution activities. A patent on 
the topically use of acetylsalicylic acid for the treatment of diabetic wounds has been deposited; it was 
released in June 2014, under the reference FR2999936. Its European expansion was initiated. Finally, the 
results obtained in this study will be published and which will be submitted shortly. 
 
Résumé 
Le diabète non insulino-dépendant de type 2 demeure un problème majeur de santé publique. Cette pathologie associée 
au vieillissement, à la sédentarisation et à l’obésité induit un taux élevé de complications. Parmi celles-ci, le défaut de 
cicatrisation et plus particulièrement le syndrome du « pied diabétique » est une des causes majeures de morbidité et de 
mortalité chez les patients diabétiques.  
La compréhension de la dérégulation des mécanismes cellulaires et moléculaires du processus cicatriciel chez le 
diabétique représente un enjeu essentiel pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. C’est dans ce 
contexte que ce travail de thèse a été réalisé.  
La cicatrisation des plaies est un processus physiopathologique complexe, multifactoriel et dynamique visant à rétablir 
l’intégrité et la fonctionnalité des tissus lésés. Cette réponse biologique nécessite une orchestration et une 
communication précise entre les cellules inflammatoires infiltrées et les différentes populations cellulaires des tissus. De 
manière conventionnelle, on distingue 4 principales phases qui peuvent se chevaucher : une première étape 
d’hémostase généralement couplée à une phase inflammatoire précoce et arrêtée par une phase de résolution de 
l'inflammation. Une période de prolifération/ régénération permet la génération du nouveau tissu, et enfin, la phase de 
remodelage tissulaire permet au tissu de retrouver des caractéristiques d’élasticité et de souplesse proche du tissu 
original.  
Les données de la littérature suggèrent que le retard de cicatrisation des personnes diabétiques résulterait de la 
chronicité de la phase inflammatoire. Notre hypothèse de travail a été de démontrer que cette dérégulation était la 
conséquence d’un défaut majeur de la phase de résolution de l’inflammation. Notre objectif final a été d’agir sur cette 
phase pour accélérer le processus cicatriciel. 
La première étape de ce travail de thèse a consisté à mettre en place un modèle de lésions cutanées par excision chez 
des souris diabétiques de type 2 (en régime hyper lipidique ou déficientes pour le récepteur de la leptine, db/db). Ce 
modèle expérimental, combiné à la mise au point d’un dispositif médical innovant nous a permis (i) de recueillir 
stérilement les cellules et l’exsudat produit au niveau de la lésion cutanée, (ii) d’évaluer les caractéristiques 
phénotypiques et fonctionnelles des cellules de l’exsudat et (iii) d’évaluer le taux des médiateurs pro- et anti-
inflammatoires au cours du temps. L’ensemble de ce travail a pu être réalisé en préservant l‘environnement du tissu 
cicatriciel. Cette première étape a débouché sur le dépôt de 2 brevets en décembre 2011 (FR 2984719 – FR 2984722) 
suivi de leur extension Européenne l’année suivante.  
Cette approche expérimentale nous a permis de démontrer que la dérégulation du processus cicatriciel de souris 
diabétiques de type II était due, à une forte infiltration au niveau de la lésion de polynucléaires neutrophiles, de 
macrophages inflammatoires M1 et à un défaut d’afflux de macrophages anti-inflammatoires M2. Tout cela était associé 
à un défaut d’apoptose des cellules inflammatoires et de leur efférocytose. Ces dérégulations signent un défaut de 
résolution de l’inflammation que nous avons pu valider par la mise en évidence au niveau de l’exsudat inflammatoire et 
du tissu cicatriciel d’un excès de leucotriène B4 (LTB4) (métabolite de l’acide arachidonique pro-inflammatoire provenant 
de la voie de la 5-lipoxygénase) au dépend de la lipoxine A4 (LXA4) (métabolite de l’acide arachidonique anti-
inflammatoire produit par les voies des 5-LOX et 12/15-LOX). 
Ces résultats acquis, nous nous sommes attachés à cibler, par une approche pharmacologique originale, la phase de 
résolution de l’inflammation pour favoriser la fermeture des plaies des souris diabétiques. Pour cela nous avons choisi 
d’utiliser une application topique d’acide acétylsalicylique (AAS - aspirine) 3 jours après l’établissement de la lésion 
cutanée. Nous avons montré que l’AAS accélère la fermeture de la plaie chez les souris diabétiques. La mise en place 
de ce protocole pharmacologique à permis de réduire de plus de 25% le temps de fermeture de la plaie dans un 
environnement diabétique fortement délétère pour la cicatrisation. De manière intéressante, nous avons montré que 
l’AAS oriente le métabolisme de l’acide arachidonique vers la synthèse de LXA4 au dépend du LTB4, favorise le 
recrutement et la polarisation M2 des macrophages et l’efférocytose des polynucléaires neutrophiles apoptotiques. 
Parallèlement nous avons montré que le mécanisme d’action de l’AAS implique à la fois l’activité de la 5-LOX et de la 
12/15-LOX. En effet, l’AAS perd toute activité sur des souris diabétiques de type 2 en régime hyper-lipidique dont les 
gènes de la 5-LOX ou de la 12/15-LOX étaient invalidés. De plus nous montrons que le LTA4 (précurseur de la LXA4 ou 
du LTB4) produit par la 5-LOX permet de restaurer l’absence d’effet de l’AAS chez des souris dont la 5-LOX est 
invalidée. Finalement, nous avons établi que l’AAS était capable d’induire la synthèse de lipoxines indépendamment de 
l’expression de COX-2. Ce nouveau mécanisme d’action qui implique l’induction de la 12/15-LOX et l’inhibition de 
l’expression de la LTA4 hydrolase permet de rétablir une vitesse de la cicatrisation normale des plaies sur ces modèles 
de souris diabétiques. Un brevet sur l’utilisation de l’acide acétylsalicylique par voie topique pour le traitement des plaies 
du diabétique a été déposé ; il a été rendu public le 27 juin 2014 (FR 2999936). Son extension Européenne a été 
engagée. Enfin les résultats obtenus lors de cette étude feront l’objet d’une publication qui sera soumise prochainement. 
